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Dous proxectos de Tese fallidos despois… parece que a terceira vai a vencida. 
Así que, aquí estamos, escribindo os agradecementos. Durante estes anos pensei 
moitas veces que este momento non ía chegar nunca, pero teño a gran sorte de estar 
rodeada de persoas marabillosas que sempre estiveron dispostas a axudarme,  apoiarme 
e animarme a seguir. Teño tanto que agradecer que necesitaría una Tese por fascículos 
e, obviamente, un so para dar as gracias, pero bueno, vou a intentar ser breve e facelo 
en formato .zip, ou non…  
En primeiro lugar quero darlle as gracias os meus directores de Tese. Germán, 
moitísimas gracias por darme a oportunidade de formar parte de este gran equipo de 
investigadores, pola confianza depositada en min durante estes anos e por sempre ter 
“cinco minutos”. É unha sorte poder aprender de alguén que sabe tanto. Astrid, ¿a ti 
que che vou a dicir? Que a pesar dos miles de microinfartos que me fas ter 
continuamente, adoro ir apagando os teus mecheros polo laboratorio, e por suposto, 
adoro moito mais que sexas a miña directora de Tese e sobre todo, a miña amiga. Sobra 
dicir que es unha científica excelente e que aínda que sempre que me corrixas os 
“papers” ou a mesma “Tesi” sexa todo vermello, espero algún día poder facelo eu a 
metade de ben que ti. Gracias por todo. 
Tampouco quero deixar pasar esta oportunidade para agradecerlle a Mariki que 
me dera a oportunidade de iniciarme no mundo da Investigación, porque de non ser 
así, hoxe non estaría a punto de defender esta Tese. 
Agora vou a continuar con todas esas personiñas do labo, que foron moito mais 
que compañeiros, converténdose moitos deles en amigos. Aprendín cousas de todos e 
cada un de vos, porque sodes uns científicos incribles.  
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Sin galletas, con vosoutros empezou todo. Antes de ler todo isto imaxinade que 
aquí vai unha foto da boda de Alex e xa pouco quedará que decir. Charlito, parece que 
foi onte cando cheguei o INIBIC e alí estabas ti, levantando unha ceja e mirando con 
cara de rancio, menos mal que co primeiro “chivatazo” te deches conta de que era 
peligrosa e te uniches o meu equipo. Mariló, despois chegaches ti e sen necesidade de 
articular moitas palabras xa te convertiches na terceira en discordia e a día de hoxe xa 
non nos fan falla nin palabras para entendernos, ademais, para “hablar mucho” xa estou 
eu. Que sigamos dando paseiños e indo a todos os concertos de Izal, ou polo menos 
comprando as entradas. Un besito Mariló (dos do Delirium, eh!). Gracias por todo 
galletiñas, que non é pouco. 
Patri, seguro que aínda segues pensando nesa mirada que che botei o primeiro 
día, da cal no me acordo, pero eu sigo pensando na sorte que tivemos de que apareceras 
por aquí, na túa risa contaxiosa e no ben que se nos daba facer “snow”, bueno, ou mais 
ben facer “cú”. Gracias por todo. 
Martiña, ti apareciches polo INIBIC cando eu xa estaba a punto de subir, pero 
alegráchesnos a vida. Adoreite desde o momento un, con esa cariña de por favor, que 
alguén me traduza o que di Alex,  esas ganas de pipetear sen punta, ou a túa boa 
intención de prender lume o INIBIC e nos deixara unha historia para toda a vida. 
Gracias por sempre estar disposta a botar unha man e por suposto, por ese “Resacón 
en Bruselas”. 
Sorayito, en honor a ti vou enumerar as cousas que che quero dicir. En primeiro 
lugar, que sepas que da gusto traballar contigo, en segundo lugar, é xenial sempre ter 
unha Soripedia a que preguntarlle calquera duda e que che conteste en milésimas de 
segundo (bueno, isto se non é vía Whatsapp, ahí o servicio demorase un pouco), e en 
terceiro, que de nada por ese 6 de outubro de 2018. Gracias por todo Sorayito. 
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Lau, estouche escribindo con dobre alegría porque ademais de estar de volta e 
non comerte ningún tiburón, cousa que pasei dous anos temendo, volves sendo todo 
amor. O malo é que agora unha pandemia mundial é a que non me permite darche 
moreas de abrazos e bicos, pero bueno, nalgún momento será. Gracias por tantos 
momentos, dende aprender a “secuenciar” en Mannheim, as horas no ximansio, ou as 
tardes/noites de cañas dentro do territorio acotado polo pastor. Gracias golfi. 
Meri, María José e Silvia, cánto se vos vota de menos no laboratorio. Merinius, 
gracias a ti fun capaz de facer o primeiro KO, o resto da historia xa a sabes. É un pracer 
compartir contigo o título das mais finas e delicadas do laboratorio. O teu sentido do 
humor faite tremendamente especial. Gracias, Merinius. MJ, amiguiña, que tempos 
aqueles nos que compartiamos sabiduría alí nas portas da metade do pasillo, ya tu 
sabes. Gracias por estar sempre, para todo, a calquer hora. Silvia, ainda non coñeceín 
a ningunha persoa con esa constancia, tesme abraiada. Gracias pola túa creatividade, 
por ser tan detallista e por ensinarme que con esforzo as cousas conséguense. 
Anita, eres a dulzura personificada, e encántame cando che dan os ataques de 
sinceridade, así, sin anestesia. Gracias por ser tan ti. 
Keliña, contigo chegou “la Rosalía” o laboratorio. Porque aínda que as veces 
cortocircuito co sumamente señora que me fas sentir, é xenial saír de festa é ver unha 
mini Astrid versión TikToker. Gracias polo soplo de aire fresco, e por suposto, por esa 
lista de reprodución, trá trá. 
JuanCar, meu compañeiro de fatiga nesta recta final, es un currante, mereceste 
todo o mellor. Elixas o que elixas, ben elexido estará. Gracias por todo o que me 
axudas. Seguiremos intercambiando información de todo tipo vía Whatsapp.  
Cris, gracias por sempre ter un “ajah”, que aínda que case son insonoros, faste 
oír.  
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Paula, gracias por nunca dicir que non a ningún traballo dos que che propoño 
facer.  
Víctor, compartín a alegría de ese dobre KO no medio da cuarentena como se 
fose meu, gracias por ser un compañeiro xenial nese tempo que compartimos no 
INIBIC. 
Jorge, ainda que o meu instinto asesino asoma cada vez que te sentas a facer 
cousas na poyata, o final fas unha gracia das túas e líbraste. Ainda así, gracias por ser 
o meu “Pubmed” das resistencias, cantas cousas caben nesa cabeciña. 
Bruno, que cabeciña a túa, cantas ideas, e por suposto, canta axuda. Gracias 
por ensinarme as cousiñas máis básicas de Linux e por todas esas charlas científicas 
ata as tantas no labo e fora, e as que nos quedan… 
Marina, que pracer compartir esta recta final. Todo o que sei a día de hoxe do 
Maldi é gracias a ti, así que solo podo agradecerche que confiases en min para formar 
parte de este equipazo. Gracias. 
Alexito, que te pires! Ainda que te odio cada vez que volves de vacacións na 
túa caravana, o final… cólleseche cariño! Que sigas nadando en “papers”, ti e toda a 
xente que se atopa contigo, porque estaslle regalando a posibilidade de decidir que 
facer a partir de aquí. Gracias, porque por suposto, aprendín moitas cousas de ti. 
Marga gracias por acollerme na familia “Codis” e por ser tan humana. 
Juan, é un pracer traballar contigo codo con codo, algún día ABAC verá a luz. 
Gracias pola Juanipedia, que igual que a Soripedia, sempre está dispoñible para 
compartir a súa sabiduría.  
Miriam, gracias por sempre escoitarme, axudarme e darme os teus mellores 
consellos. Transmites moita paz.  
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Clarita, gracias por interesarte sempre por como vai todo e por apuntarte a un 
bombadeo.  
Mohammed, trouxeches alegría a este laboratorio, gracias por esos “See you 
maniana” e esas cancións de perreo jordano.  
Noelia, a detective das augas residuais, gracias pola colaboración nesa lista de 
reprodución, ti, Keliña e Mohhamed menudos Dj´s.  
Bego, gracias por ser así, sempre tan preocupada, intentando axudar en todo e 
por suposto, por eses doces deliciosos que sempre nos traes. 
Maricuchi, gracias por estar sempre na sombra repoñendo o material. Es a reina 
do autoclave e do relleno de puntas. 
Antón, Laura F., Lucía, Inés, Olga, seguimos esperando a poder volver a ter 
unha cea de Nadal, será como xuntar todas as que nos estamos perdendo. 
Jose A, Jose, Carmen e demais persoas que pasaron por este labo durante todo 
este tempo, gracias, aprendín cousas de todos e cada un de vos.  
Tamén me gustaría agradecerlle a todas as persoas que forman parte do 
Servicio de Microbioloxía todos eses sorrisos cada mañá e eses momentos de conversa 
que compartimos moitas veces, facedes que as largas horas que pasamos aquí sexan 
moito mais amenas.  
A xente do INIBIC coa que pasei moitos e moi bos momentos. 
Noe, Lucía, Diana, Patri, Bele, Marcos, gracias por eses ratiños de desconexión 
que nos fan volver o pasado, como se non pasara o tempo. Sodes parte de min. 
Iván e Jose, meus amiguiños da alma, levades toda a vida o meu carón, así que 
as gracias téñovolas que dar por cada un dos momentos vividos, e por suposto, tamén 
formades parte desta Tese. Cris, Sandra, Edu, Sabi, Cristian e demáis tropa, vos tamén 
estades incluídos, por suposto. Por seguir tendo as vosas risas de banda sonora da vida, 
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Porque sigamos brindando sempre xuntos por Nadal e organizando planes sen parar 
de rir.  
Alex, María, Paula, Julia e Alvarito, que marabilla de familia. Miles de gracias 
por estar sempre ahí, polos ánimos destes últimos días e sobre todo, por facerme 
madriña do meu amoriño durante o transcurso desta Tese. Adoro cando Julia me pide 
que lle volva a contar por milésima vez a historia de Marta no laboratorio, ou a escoito 
contala a ela con toda a emoción, canto se pode chegar a querer a unha ratiña tan 
pequeniña.  
A Fanny, Óscar, Apu, Ana, Silvia, Rubén, Pedrito, Samu, Choche porque… 
Meirás es lo más e vosoutros tamén.  
A Ricardo, Mari Carmen , gracias por ser un segunda familia, por preocuparvos 
e sempre estar ahí. Alba, gracias por ser como es, por ese concerto de Dani Martín, por 
compartir o amor polas croquetas (e polas compras), por esa despedida, pola boda, e 
por suposto, gracias por esa viaxe en taxi a McDonalds. Quérovos. 
A meus avós de Cabreiros que ata aínda hai ben pouco meu avó sempre quería 
que lle contara como ían as investigacións, e miña avoa sempre poñía ese sorriso tan 
doce o escoitar. Quérovos. 
A meus avós de Vilapedre, porque non existe ninguén que me mire cos mesmos 
ollos cos que me mirades vos, e por suposto non podedes estar mais orgullosos de min. 
Moito vos quero.  
A meus pais, porque todo o que son é gracias a vos. Non me chegará a vida 
enteira para agradecervos todo o que facedes por min. Gracias por deixarme escoller 
sempre o que quero facer, aínda que iso implique equivocarme, pero sei que vos 
sempre estaredes ahí, apoiándome e queréndome, orgullosos de min e de todo o que 
fago. Canto vos quero. 
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O resto da miña familia, gracias a todos, sodes parte de min. 
A Iván,  por ser xa un experto en facer PCRs e sobre todo, por esperar 
incansablemente por min mentres que non estou no labo. Gracias por aportar a 
desconexión, que moitas veces tanta falta me fai, e por suposto, por compartir a vida 
conmigo. Algún día regalareiche a “vela” esa do laboratorio que me fai estar calada. 
Quérote moito. 
Espero non esquecerme de ninguén, GRACIAS POR TODO, de corazón. 
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Klebsiella pneumoniae ST15 é un clon de alto risco con unha gran plasticidade 
xenética e portador dunha gran diversidade de xenes de resistencia a antimicrobianos. 
Está implicado na produción de gromos hospitalarios en todo o mundo e posúe unha 
gran capacidade para colonizar o tracto gastrointestinal, o que supón un factor de risco 
importante para o posterior desenvolvemento dunha infección. 
Esta Tesis Doctoral aborda o estudo dos mecanismos implicados na 
patoxénesis de K. pneumoniae ST15 co obxectivo de buscar novas dianas terapéuticas 
e estratexias alternativas para o manexo das infeccións causadas por este clon de alto 
risco. Para iso utilizamos como modelo un clon epidémico de K. pneumoniae ST15 
illado durante un gran gromo producido no Hospital Universitario de A Coruña.  
 A análise comparativa do seu xenoma fronte a outros clons 
pertencentes a diferentes STs de K. pneumoniae permitiunos identificar as 
características xenómicas específicas deste clon que poderían estar implicadas no seu 
éxito como patóxeno.  
Encontramos que o clon ST15 posúe dous factores de virulencia relacionados 
coa adherencia que non están presentes no resto de STs analizados.  
Identificáronse e caracterizáronse por primeira vez en K. pneumoniae un 
sistema de tipo chaperona-usher pili, o sistema Kpi, e un sistema de secreción de dous 
compoñentes, o sistema FhaB/FhaC. Estes sistemas están directamente relacionados 
co fenotipo altamente adherente mostrado polo clon epidémico ST15, xa que están 
implicados na capacidade de este clon para adherirse a diferentes células eucariotas e 
formar biofilm. Ademais, os sistemas Kpi e FhaB/FhaC están estreitamente 
relacionados con este ST e confírenlle unha maior eficacia biolóxica.  
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Por outro lado, demostrouse que o sistema Kpi ten un papel determinante tanto 
na habilidade mostrada por este clon epidémico para colonizar o tracto gastrointestinal 
nun modelo murino de colonización, como no seu potencial patoxénico nun modelo 
de infección en Galleria mellonella. 
Tendo en conta que os dous sistemas caracterizados neste estudio están 
claramente asociados co clon de alto risco ST15, estes poden considerarse 
biomarcadores óptimos para identificar este clon de maneira específica.  Neste 
contexto, ambos sistemas poderían ser usados como diana para detectar K. pneumoniae 
ST15 con unha alta sensibilidade e especificidade.  
Finalmente, obtivemos e caracterizamos un extracto salino de Vaccinium 
corymbosum con un alto contido en polifenois. Este extracto inhibe a adhesión a 
células eucariotas intestinais e a formación de biofilm na cepa Kp3380. O efecto anti-
adherente producido por este extracto reduce significativamente a colonización 




Klebsiella pneumoniae ST15 es un clon de alto riesgo con una gran plasticidad 
genética y portador de una gran diversidad de genes de resistencia a antimicrobianos. 
Está implicado en la producción de brotes hospitalarios en todo el mundo y posee una 
gran capacidad para colonizar el tracto gastrointestinal, lo que supone un factor de 
riesgo importante para el posterior desarrollo de una infección. 
Esta Tesis Doctoral aborda el estudio de los mecanismos implicados en la 
patogénesis de K. pneumoniae ST15 con el objetivo de buscar nuevas dianas 
terapéuticas y estrategias alternativas para el manejo de las infecciones causadas por 
este clon de alto riesgo. Para ello utilizamos como modelo un clon epidémico de K. 
pneumoniae ST15 aislado durante un gran brote producido en el Hospital Universitario 
de A Coruña.  
 El análisis comparativo de su genoma frente a otros clones 
pertenecientes a diferentes STs de K. pneumoniae nos permitió identificar las 
características genómicas específicas de este clon que podrían estar implicadas en su 
éxito como patógeno.  
Encontramos que el clon ST15 posee dos factores de virulencia relacionados 
con la adherencia que no están presentes en el resto de STs analizados.  
Se han identificado y caracterizado por primera vez en K. pneumoniae un 
sistema tipo chaperona-usher pili, el sistema Kpi, y un sistema de secreción de dos 
componentes, el sistema FhaB/FhaC. Estos sistemas están directamente relacionados 
con el fenotipo altamente adherente mostrado por el clon epidémico ST15, ya que están 
implicados en la capacidad de este clon para adherirse a diferentes células eucariotas 
y formar biofilm. Además, los sistemas Kpi y FhaB/FhaC están estrechamente 
relacionados con este ST y le confieren una mayor eficacia biológica.  
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Por otra parte, se ha demostrado que el sistema Kpi tiene un papel determinante 
tanto en la habilidad mostrada por este clon epidémico para colonizar el tracto 
gastrointestinal en un modelo murino de colonización, como en su potencial 
patogénico en un modelo de infección en Galleria mellonella. 
Teniendo en cuenta que los dos sistemas caracterizados en este estudio están 
claramente asociados con el clon de alto riesgo ST15, estos pueden considerarse 
biomarcadores óptimos para identificar este clon de manera específica.  En este 
contexto, ambos sistemas podrían ser usados como diana para detectar K. pneumoniae 
ST15 con una alta sensibilidad y especificidad.  
Finalmente, hemos obtenido y caracterizado un extracto salino de Vaccinium 
corymbosum con un alto contenido en polifenoles. Este extracto inhibe la adhesión a 
células eucariotas intestinales y la formación de biofilm en la cepa Kp3380. El efecto 
anti-adherente producido por este extracto reduce significativamente la colonización 




Klebsiella pneumoniae ST15 is a high-risk clone with high genetic plasticity 
carrying a wide diversity of antimicrobial resistance genes. It is implicated in the 
production of hospital outbreaks worldwide and it has a high capacity to colonize the 
gastrointestinal tract, which is a major risk factor for the subsequent development of 
an infection. 
This Doctoral Thesis deals with the study of the mechanisms involved in the 
pathogenesis of K. pneumoniae ST15 with the aim of searching for new therapeutic 
targets and alternative strategies for the management of infections caused by this high-
risk clone. For this purpose, we used as a model an epidemic clone of K. pneumoniae 
ST15 isolated during a large outbreak at the University Hospital of A Coruña.  
Comparative analysis of its genome against other clones belonging to different 
K. pneumoniae STs allowed us to identify specific genomic features of this clone that 
could be involved in its success as a pathogen.  
We found that clone ST15 possesses two virulence factors related to adherence 
that are not present in the rest of the STs analysed. 
A chaperone-usher pili system, the Kpi system, and a two-component secretion 
system, the FhaB/FhaC system, have been identified and characterized for the first 
time in K. pneumoniae. These systems are directly related to the highly adherent 
phenotype displayed by the epidemic clone ST15, as they are involved in the ability 
of this clone to adhere to different eukaryotic cells and form biofilm. In addition, the 
Kpi and FhaB/FhaC systems are closely related to this ST and confer greater fitness. 
On the other hand, it has been demonstrated that the Kpi system has a 
determining role both in the ability shown by this epidemic clone to colonize the 
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gastrointestinal tract in a murine model of colonization, and in its pathogenic potential 
in a model of infection in Galleria mellonella. 
Considering that the two systems characterized in this study are clearly 
associated with the high-risk clone ST15, they can be considered optimal biomarkers 
to identify this clone specifically.  In this context, both systems could be used as targets 
to detect K. pneumoniae ST15 with high sensitivity and specificity. 
Finally, we have obtained and characterized a saline extract of Vaccinium 
corymbosum with a high polyphenol content. This extract inhibits intestinal eukaryotic 
cell adhesion and biofilm formation in the strain Kp3380. The antiadhesive effect 
produced by this extract significantly reduces intestinal colonization by K. pneumoniae 
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Hank’s balanced salt solution) 
MLST 
Tipificación multilocus de secuencias (Multi-locus sequence 
typing) 
MSAT 
Sistema de temperatura ambiente a media escala (medium 
scale ambient temperature system) 
OMS Organización Mundial de la Salud 
PCR 
Reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain 
reaction) 
RQMP Resistencia a quinolonas mediada por plásmidos 
ST Secuencia tipo (sequence type) 
T5SS Sistemas de secreción de tipo V (type V secretion system) 
T6SS Sistemas de secreción de tipo VI (type VI secretion system) 
TMF Trasplante de microbiota fecal 
TPS Secreción de dos componentes (two partner secretion) 
UE Unión Europea 
XDR Extremadamente resistente (extensively drug-resistant) 
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De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades 
infecciosas son responsables de casi el 30% de los 56 millones de muertes registradas 
al año en el mundo (2). Representan un grave problema de salud pública debido a la 
elevada morbilidad, mortalidad y a los costes económicos que suponen para el sistema 
sanitario. A pesar de los grandes progresos en el conocimiento de la epidemiología, 
etiología, patología, profilaxis y tratamiento de las enfermedades infecciosas, éstas 
continúan teniendo una elevada prevalencia.  
En febrero de 2017, la OMS publicó una lista con las 12 especies bacterianas 
más preocupantes y peligrosas para la salud. Esta lista se divide en tres categorías en 
función de la urgencia en la obtención de nuevos agentes antimicrobianos: prioridad 
crítica, alta o media. Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa resistentes 
a los antibióticos carbapenémicos y enterobacterias resistentes a los antibióticos 
carbapenémicos y a cefalosporinas de tercera generación se engloban dentro de la 
categoría de prioridad crítica (3).  
La resistencia a los antibióticos carbapenémicos en enterobacterias como 
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli supone una importante amenaza para los 
pacientes y para los sistemas sanitarios de todos los países (4,5). Las infecciones por 
enterobacterias resistentes a los carbapenémicos (ERC) se asocian a una elevada 
mortalidad, principalmente debido a los retrasos en la administración de un tratamiento 
eficaz y a la limitada disponibilidad de opciones terapéuticas. En el caso de K. 
pneumonaie ya se han notificado cepas hipervirulentas y resistentes a los antibióticos 
carbapenémicos en el continente asiático (6), lo que supone una amenaza adicional con 
potencial para diseminarse mundialmente.  
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Existen determinadas cepas de ERC, normalmente portadoras de plásmidos 
que contienen genes de resistencia a antibióticos carbapenémicos, que tienen una gran 
capacidad de diseminación. A estas cepas se las conoce como clones de alto riesgo. El 
ambiente hospitalario, donde existe una alta presión selectiva por el uso de antibióticos 
favorece la aparición y diseminación de estos clones de alto riesgo(5). 
La importación de ERC entre países, mediante el traslado de pacientes, los 
grandes brotes regionales y el empeoramiento de la situación epidemiológicas, pone 
de manifiesto la necesidad de intensificar los esfuerzos para establecer programas de 
prevención y vigilancia epidemiológica eficaces para controlar la alta diseminación de 
estos clones (5).  
Esta Tesis Doctoral aborda el estudio de los mecanismos implicados en la 
patogénesis de K. pneumoniae ST15 con el objetivo de buscar nuevas dianas 
terapéuticas y nuevas estrategias para el manejo de las infecciones causadas por este 
clon de alto riesgo.  
1. Género Klebsiella. 
El género Klebsiella, pertenece a la familia Enteriobacteriaceae, al orden 
Enterobacteriales y a la clase Gammaproteobacterias. A la familia Enterobacteriaceae 
también pertenecen géneros de gran relevancia clínica como son Escherichia, 
Salmonella, Enterobacter, Proteus, Serratia, Shigella, Morganella, o Providencia. 
Este género fue nombrado por Trevisan en 1885 en honor al microbiólogo alemán 
Edwin Klebs (1834-1913). La primera especie de Klebsiella descrita fue un bacilo 
capsulado aislado por Von Frisch de un paciente con rinoscleroma en el año 1882. 
Trevisan, en 1887, la nombró “Klebsiella rhinoscleromatis”. Las bacterias englobadas 
dentro del género Klebsiella son bacilos gram-negativos, no móviles, anaerobios 
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facultativos, oxidasa-negativos, con forma de varilla y a menudo rodeadas de una 
prominente cápsula de polisacáridos. Posee un tamaño entre 0,3–1 μm de diámetro y 
entre 0,6–6 μm de largo, siendo el contenido de guanina y citosina en su ácido 
desoxirribonucleico (ADN) de entre el 53 % y el 58 % (7).  
Actualmente, el género Klebsiella engloba 24 especies, 22 de ellas validadas 
públicamente (https://www.namesforlife.com/10.1601/tx.3202 ; 
https://lpsn.dsmz.de/genus/klebsiella , último acceso en junio de 2021), siendo 
Klebsiella indica la última especie añadida en abril del año 2020 (8).  
Las especies pertenecientes al género Klebsiella están presentes de forma 
ubicua en la naturaleza. Forman parte de la microbiota intestinal de mamíferos y se 
encuentran en hábitats ambientales como el suelo, superficies acuáticas y plantas 
(9,10). Sin embargo, al mismo tiempo son una de las causas mas frecuentes de 
infecciones nosocomiales. Se ha descrito que las muestras ambientales son muy 
similares a las muestras clínicas en cuanto a sus reacciones bioquímicas y virulencia 
(11). Este gran parecido entre especies ha dado lugar a que una proporción sustancial 
de aislamientos fuesen identificados como K. pneumoniae mediante ensayos 
bioquímicos o proteómicos, perteneciendo a otras especies estrechamente relacionas. 
Se han definido tres filogrupos distintos de K. pneumoniae, KpI, KpII-A, KpII-B y 
KpIII, en base a la secuenciación de un pequeño número de genes (12,13) designando 
tres especies distintas: K. pneumoniae (KpI), K. quasipneumoniae subsp. 
quasipneumoniae (KpII-A), K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (KpII-B) 
(14) y K. variicola (KpIII) (15). La secuenciación completa de los genomas ha 
ayudado a clarificar  esto con mayor profundidad, observándose que hay un grupo de 
especies que comparten una identidad nucleotídica media del 95-96% con K. 
pneumoniae y sólo un 90% de identidad nucleotídica media con otras especies del 
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género (12,16–18). Este grupo de especies, sin designación taxonómica formal, se 
denominan complejo K. pneumoniae. Los miembros del complejo se distinguieron por 
primera vez mediante un análisis filogenético a partir de las secuencias de gyrA y parC 
(12). Posteriormente, la secuenciación completa de los genomas facilitó la 
identificación de otras especies miembros (16). Las siete especies que forman el 
complejo K. pneumoniae a día de hoy, y sus correspondientes filogrupos (Kp1-Kp7), 
están descritos en la figura 1: 
 
• Klebsiella pneumoniae (sensu stricto)(Kp1) 
• Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2) (14) 
• Klebsiella variicola subsp. variicola (Kp3) (15) 
• Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4) (14) 
• Klebsiella variicola subsp. tropicalensis (Kp5) (19) 
• Klebsiella quasivariicola (Kp6) (20) 







Figura 1. Árbol filogenético basado en el genoma completo que muestra la 
relación entre K. pneumoniae, las especies del complejo K. pneumoniae (ramas rojas), 
otros miembros del género Klebsiella (ramas negras) y otros miembros de la familia 
Enterobacteriaceae (ramas grises). Klebsiella terrigena, Klebsiella planticola y 
Klebsiella ornithinolytica se les ha asignado el nombre de género Raoultella basándose 
en las secuencias de gyrB (1), pero esto se debate porque convierte a Klebsiella en no 
monofilética. Figura adaptada de Wyres Kl y colaboradores, Nat Rev Microbiol 18, 
344-359 (2020). 
 
La especificidad de nicho de estas especies aún no se conoce bien, aunque hay 
pruebas claras de que K. variicola está asociada a las plantas y suele ser portadora de 
un operón de fijación de nitrógeno (nif) y de celulasas que no tienen las demás especies 
(15,16). Todas las especies del complejo K. pneumoniae se han aislado en el intestino 
humano, y todas, menos K. variicola subsp. tropica, se han aislado de infecciones en 
humanos (19). K. variicola y K. quasipneumoniae son agentes relativamente comunes 
en infecciones nosocomiales (16,21) que pueden adquirir genes de resistencia a los 
antimicrobianos y plásmidos de K. pneumoniae (22,23). Ambas especies han sido 
notificadas como agentes causante de brotes nosocomiales (22,24), causa de abscesos 
hepáticos adquiridos en la comunidad (24,25) y también han sido aislados de animales 
(26). A pesar de esto, dentro del complejo K. pneumoniae , la especie clínicamente 
más importante es K. pneumoniae, causando entre un 87% y un 96% de las infecciones 
clínicas (16,27).  




Figura 2. Imagen de microscopía electrónica de barrido de K. pneumoniae 
Kp3380. Imagen tomada a una magnitud 15000x. 
 
Friedlander, en 1882, aisló un bacilo encapsulado de pulmones de pacientes 
que morían por neumonía. Originalmente se le denominó bacilo de Friedlander y no 
fue hasta 1886 cuando la bacteria obtuvo el nombre de Klebsiella (28). K. pneumoniae 
es un bacilo gram-negativo, no móvil, con forma de varilla, encapsulado, fermentador 
de lactosa y de naturaleza ubicua. Reside en superficies mucosas de mamíferos y en el 
ambiente, inclyendo suelos, superficies acuosas e instrumental médico (10,29). 
Habitualmente es un patógeno oportunista y representa una de las causas principales 
tanto de las infecciones producidas en el ambiente hospitalario como de las adquiridas 
en la comunidad. Ha sido incluida por la Sociedad Americana de Enfermedades 
Infecciosas (Infectious Diseases Society of America, IDSA) en el grupo de los 
patógenos más preocupantes implicados en la resistencia a los antibióticos. Además, 
K. pneumoniae junto con otros patógenos multiresistentes (multidrug-resistant, 
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MDR) y/o extremadamente resistentes (extensive drug-resistant, XDR) a los 
antibióticos, ha sido incluido dentro de los microorganismos pertenecientes al grupo 
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter species). El 
término MDR determina los aislamientos resistentes a al menos un antimicrobiano en 
tres o más familias de antibióticos, mientras que XDR se aplica a aislamientos 
resistente a al menos un agente de todas las categorías de antimicrobianos, salvo dos 
o menos. En ambos casos, en el caso de K. pnuemoniae no se tiene en cuenta la 
ampicilina ya que es intrínsecamente resistente a este antibiótico (30). 
Este termino, se utilizó para designar a las bacterias causantes de la mayoría de 
las infecciones nosocomiales, las cuáles poseen la capacidad de “escapar” a los efectos 
de los antibióticos (31–33).  
El éxito de K. pnuemoniae como patógeno parece estar más relacionado con la 
habilidad de este patógeno de establecer una buena defensa frente al hospedador en 
lugar de un buen ataque (34). Esto se ejemplifica con la capacidad de estas bacterias 
para evadir muchos componentes del sistema inmunitario y colonizar distintos tejidos 
del hospedador. K. pneumoniae coloniza fácilmente las superficies mucosas humanas, 
incluyendo el tracto gastrointestinal y la orofaringe, facilitando la posibilidad de 
establecerse en otros tejidos y causar infecciones graves. En personas sanas, las tasas 
de colonización de K. pneumoniae oscilan entre el 5 y el 35% en el tracto intestinal y 
entre el 1 y el 5% en la orofaringe; la piel suele estar colonizada sólo de forma 
transitoria, siendo el contagio de persona a persona el modo de adquisición 
predominante (10,29,35). Este patógeno causa una gran variedad de infecciones 
nosocomiales y en la comunidad. Existen dos poblaciones de K. pneumoniae con 
fenotipos muy diferenciados. Uno de los grupos se caracteriza por tener un amplio 
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perfil de resistencia a los antibióticos y están implicadas en infecciones hospitalarias 
afectando principalmente a pacientes inmunocomprometidos. La otra población la 
constituyen las cepas con un fenotipo altamente virulento y suelen estar implicadas en 
infecciones en la comunidad en pacientes sanos inmunocompetentes.  
Para el manejo de las infecciones causadas por este patógeno es necesario tener 
en cuenta estos diferentes tipos de K. pneumoniae que causan enfermedades 
importantes y los tipos de enfermedades que causan (34). 
1.1.1. Cepas clásicas de K. pneumoniae. 
Las cepas clásicas de K. pneumoniae (classic K. pneumoniae, cKp), producen 
la mayoría de las infecciones por K. pneumoniae en hospitales y centros socio-
sanitarios, como por ejemplo, las residencias de ancianos de los países occidentales 
desarrollados. Los infecciones más comunes producidas por cKp son la neumonía, las 
infecciones del tracto urinario, infecciones abdominales, infecciones asociadas a 
dispositivos intravasculares, infecciones de herida quirúrgica, infecciones de tejidos 
blandos y la posible complicación de todas ellas a una posterior bacteriemia (9). La 
adquisición de diferentes genes de resistencia a múltiples antibióticos es una de las 
características principales que muestran este tipo de cepas bacterianas. Su alto nivel 
de resistencia a los antibióticos usados en el ambiente hospitalario le confiere una 
ventaja adaptativa que tiene como resultado su diseminación y su alta prevalencia 
como agente causante de infecciones nosocomiales. Entre los determinantes de 
resistencia adquiridos por K. pneumoniae ampliamente distribuidos en esta especie se 
encuentran las β-lactamasas de espectro extendido y las carbapenemasas. La 
transferencia horizontal de plásmidos que expresan estos determinantes de resistencia 
es un mecanismo esencial para la dispersión de la resistencia a antimicrobianos y la 
persistencia de estas cepas en el ambiente hospitalario (36). 
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Estas cepas MDR se han relacionado con brotes en diferentes áreas 
hospitalarias , en particular en unidades de cuidados intensivos y en áreas de atención 
a neonatos (37). Los pacientes con algún tipo de inmunodeficiencia tienen un mayor 
riesgo de sufrir infecciones causadas por cKp. Pacientes con cáncer, diabetes, 
enfermedad hepática crónica, trasplantes de órgano sólido o pacientes en diálisis son 
más propensos a ser infectados por este tipo de K. pneumoniae (34).  
1.1.2. Cepas hipervirulentas de K. pneumoniae. 
A partir de 1980 se identificaron los primeros aislamientos de otro tipo de cepas 
de K. pneumoniae capaces de producir infecciones en individuos jóvenes y sanos 
siendo Shon y colaboradores (38) los primeros en describirlas. Los primeros casos se 
localizaban en la cuenca del Pacífico Asiático (39–42),  sin embargo, desde el año 
2000, se han propagado por diversos países del mundo (43–45), incluido en España 
(46,47). Estas cepas se conocen como K. pneumoniae hipervirulentas (hypervirulent 
K. pneumoniae; hvKp) ya que, a pesar de no mostrar una amplia resistencia a los 
antimicrobianos, expresan una serie de factores de virulencia que le confieren la 
capacidad de infectar tanto a pacientes sanos como inmunodeprimidos.  
Las variantes hvKp son cepas invasivas, con hipermucoviscosidad e 
hipervirulencia, que causan infecciones extrahospitalarias como el absceso hepático 
piógeno, neumonía, meningitis y endoftalmitis (38,48). Utiliza diferentes factores de 
virulencia para incrementar su patogénesis y asegurar su supervivencia, tales como la 
cápsula, sideróforos, lipopolisacáridos, fimbrias, proteínas de la membrana externa y 
sistema de secreción tipo 6, de los cuales los dos primeros son dominantes (49). 
Son propensas a causar metástasis en otros órganos y/o tejidos, como por 
ejemplo, los pulmones, la pleura, la próstata, los huesos, las articulaciones, los riñones, 
el bazo, el músculo/fascia, los tejidos blandos, la piel, los ojos y el sistema nervioso 
 40 
central entre el 11-80% de los casos (39,40,50–56). La diabetes mellitus es la 
comorbilidad más común en los pacientes infectados y es un factor de riesgo conocido 
para en individuos sanos. Además, aunque la diseminación metastásica es común en 
determinados patógenos gram-positivos, como por ejemplo S. aureus, es poco común 
en patógenos como E. coli,  Proteus o cKp. Aunque la mortalidad derivada de 
infecciones causadas por cepas hvKp ha disminuido hasta el 5% (48), el pronóstico a 
largo plazo sigue siendo malo en los pacientes con complicaciones oculares o 
neurológicas a pesar del amplio perfil de sensibilidad de estos patógenos (37). 
Afortunadamente, los aislamientos de hvKp suelen ser sensibles a la mayoría de los 
antibióticos, sin embargo ya existen casos descritos de cepas hvKp portadoras de β-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) o carbapenemasas. Las infecciones causadas 
por este tipo de cepas MDR con un elevado potencial patogénico pueden ser graves o 
incluso mortales debido a la falta de opciones terapéuticas (57–59). 
 
La capacidad y/o facilidad que muestra K. pneumoniae para adquirir 
mecanismos de resistencia y virulencia es uno de los principales motivos de su éxito 
como patógeno. La combinación de ambos mecanismos favorece que este patógeno 
cause infecciones recurrentes y con opciones terapéuticas cada vez más limitadas (60–
63). La aparición y propagación de nuevos clones MDR dentro de cKp y la difusión 
internacional de las cepas hvKp han puesto de manifiesto la relevancia de K. 
pneumoniae como patógeno.  
1.2. Estructura poblacional de K. pneumoniae. 
Los estudios genómicos muestran que la población de K. pneumoniae es 
diversa pero altamente estructurada. Esta estructura natural facilita el estudio 
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epidemiológico y evolutivo de las variaciones genéticas implicadas en aspectos 
clínicamente relevantes. Comprender esta estructura es clave para llevar a cabo el 
diseño de estudios destinados a dilucidar los mecanismos de resistencia a los 
antimicrobianos y a la patogenicidad y/o virulencia en K. pneumoniae, así como su 
interpretación y el posterior diseño de estrategias de control eficaces (64). 
Los genomas típicos de K. pneumoniae tienen un tamaño aproximado entre 5 
y 6 Mb y codifican entre 5.000 y 6.000 genes. Aproximadamente 1.700 genes están 
conservados en la inmensa mayoría de los miembros de la especie (≥95%), éstos son 
los denominados genes principales (core-genes), mientras que el resto están presentes 
de forma variable, denominándose genes accesorios (accesory-genes) (16,65). Estos 
genes accesorios están presentes sólo en algunos miembros de la especie.  El conjunto 
total de los genes principales y los accesorios es el pan genoma (66), el cuál es 
extremadamente diverso, probablemente, superando las 100.000 secuencias que 
codifican proteínas. La mayoría de los genes accesorios son raros en la población, es 
decir, están presentes en menos de un 10% de los genomas. Los análisis taxonómicos 
y de contenido de guanina-citosina sugieren que estos genes se comparten en una 
amplia gama de especies bacterianas, más comúnmente en otras especies de Klebsiella 
seguidas por otras enterobacterias, pero también en otros órdenes más distantes (16). 
Para poder describir las distintas subpoblaciones de cepas, las cuales se 
denominan de forma genérica como clones, se utilizan distintos métodos basados en 
identificar un antecesor reciente común mediante el análisis de la variación alélica de 
los genes principales. Esto se puede llevar a cabo mediante análisis filogenéticos 
utilizando entre 1.000 y 2.000 genes pertenecientes al genoma principal, dando lugar 
a la identificación de los denominados linajes. Estos análisis muestran que la población 
de K. pneumoniae comprende cientos de linajes profundamente ramificados que 
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difieren entre sí en un ~0,5% de divergencia nucleotídica (16,67).  Por otro lado, estos 
linajes se corresponden con los denominados grupos clonales (clonal groups; CG), 
los cuáles se identifican mediante tipificación multilocus de secuencias del genoma 
principal (core genome Multi-locus Sequence Typing; cgMLST) definiéndolos como 
subconjuntos de aislamientos que comparten cada uno un número mínimo de alelos de 
los incluidos en el cgMLST con al menos otro miembro del grupo (67). Por último, 
también se puede realizar la identificación de los clones mediante tipificación 
multilocus de secuencias (Multi-locus sequence typing; MLST), para la cuál se 
utilizan 7 genes dominantes principales de los cuáles se obtiene un perfil alélico que 
da lugar a las denominadas secuencias tipo (sequence type, ST) (68). Hay que tener 
en cuenta que el MLST se puede utilizar por si sólo para definir los CG, pero a veces 
no distingue correctamente los grupos cuya ascendencia reciente se ve afectada por la 
recombinación cromosómica (64,69,70)  
Los clones de K. pneumoniae  se pueden distinguir unos de otros en función 
del contenido de genes accesorios (16). Esto puede explicarse por la adaptación de 
clones específicos a nichos específicos a través de la transferencia horizontal de genes, 
siempre y cuando se produzca la migración entre nichos (71). Sin embargo, también 
hay muchas pruebas de transferencia horizontal de genes entre distintos clones o 
especies, como lo demuestra la presencia de islas genómicas y elementos genéticos 
móviles en muchos aislamientos bacterianos. Los genes codificados en las islas 
genómicas pueden ayudar a estos aislamientos a adaptarse a sitios específicos de 
infección o colonización (72–74). Esta transferencia horizontal puede ser en gran parte 
impulsada por la recombinación cromosómica y por la conjugación mediada por 
plásmidos (75,76). Sin embargo, la transducción mediada por fagos y los elementos 
conjugativos integradores (integrative conjugative elements; ICEs) (77,78) también 
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desempeñan un papel importante. Los ICEs son partes móviles del ADN que codifican 
la maquinaria necesaria para su propia integración y escisión del cromosoma del 
hospedador bacteriano y su transferencia entre células bacterianas (64,77). La 
recombinación homóloga entre cromosomas está dominada por el intercambio de loci 
de biosíntesis de la cápsula (75), que es un determinante clave en la patogenicidad, y 
puede dar lugar a la adquisición de regiones de ADN que superan 1 Mb de longitud 
(77,79). Parece que algunas cepas de K. pneumoniae pueden ser especialmente 
permisivas para la captación y/o el mantenimiento de plásmidos, lo que da lugar a 
cargas de plásmidos que suelen ser mayores que las notificadas para Escherichia coli 
y otros patógenos gram-negativos del grupo ESKAPE (80). Por ejemplo, no es 
infrecuente que una cepa de K. pneumoniae sea portadora de entre cuatro y seis 
plásmidos diferentes, llegando a adquirir hasta 10 en algún caso (80,81). La mayoría 
de los genomas completos de K. pneumoniae llevan múltiples profagos (77), y se han 
aislado y secuenciado múltiples fagos distintos de K. pneumoniae, incluso para su uso 
potencial como agentes terapéuticos (82). Sin embargo, aún no se han realizado 
estudios sistemáticos sobre la diversidad de profagos dentro de la población. Los 
sistemas CRISPR-Cas9, y los sistemas de modificación de la restricción, están 
presentes de forma variable en la población de K. pneumoniae, pero aún no está claro 
cómo se relacionan con la diversidad de plásmidos y fagos (64,75,83). Los elementos 
del genoma accesorio pueden identificarse o predecirse utilizando diversas 
aplicaciones in silico, entre ellas el cálculo del contenido de guanina-citosina y el 
análisis genómico comparativo (84,85).  
En general, los genes que forman parte del genoma accesorio pueden codificar 
factores de virulencia, mecanismos de resistencia a los antibióticos o estar implicados 
en procesos específicos, como, por ejemplo, la fijación del nitrógeno (78,86–88) 
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Además, el actual pan genoma de K. pneumoniae consta de casi 30.000 secuencias 
únicas codificantes de proteínas y todavía está abierto, lo que indica que hay más genes 
accesorios aún por identificar y caracterizar (16).  
1.3. Clones de alto riesgo de K. pneumoniae. 
Las infecciones por K. pneumoniae son causadas por diversos clones que están 
ampliamente distribuidos geográficamente. El término "clon" en este contexto se 
refiere a cualquier bacteria aislada en un momento y lugar específicos que muestran 
orígenes filogenéticos comunes (89). Dichos aislamientos o cepas tienen rasgos 
fenotípicos y genotípicos similares, lo que indica que pertenecen al mismo linaje 
procedente de un ancestro común. Este término es útil en el campo de la epidemiología 
molecular, particularmente cuando se estudian las posibles relaciones entre cepas 
obtenidas de diferentes áreas geográficas durante varios períodos de tiempo. 
Es relativamente frecuente encontrar cepas de K. pneumoniae con un fenotipo 
MDR como agente causal de diferentes enfermedades infecciosas, sin embargo, sólo 
ciertos clones que poseen las características genotípicas y fenotípicas necesarias 
pueden ser definidos como  “clones de alto riesgo” (high-risk clones, HRc).  
Los HRc probablemente posean mecanismos biológicos beneficiosos que 
contribuyen de forma positiva a su eficacia biológica. Esta ventaja adaptativa les da la 
capacidad de competir con otras bacterias y desplazarlas para convertirse en la parte 
principal de la población bacteriana.  
Los HRc comparten características tales como: 
• Haber sido obtenidos de diferentes ubicaciones geográficas en todo el 
mundo. 
• Poseer varios determinantes de resistencia a múltiples antibióticos. 
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• Ser capaces de colonizar y persistir en los hospedadores durante intervalos 
de tiempo prolongados.  
• Transferirse eficazmente entre diferentes hospedadores. 
• Mostrar un mayor potencial patogénico y/o eficacia biológica.  
• Tener la capacidad de causar infecciones graves y/o recurrentes (90).  
La alta diseminación de ciertos HRc de K. pneumoniae , así como el 
movimiento de ciertos genes de resistencia entre diversos clones ,han desempeñado un 
papel muy relevante en la propagación de genes de resistencia a nivel global agravando 
la crisis de la resistencia antibióticos (64). Al igual que con las dos poblaciones 
principales de K. pneumoniae (cKp y hvKp), también hay dos tipos de HRc dentro de 
esta especie: los clones MDR y los clones hipervirulentos. 
Los clones hypervirulentos son menos diversos que sus equivalentes MDR, y 
muestran una menor diversidad genética, lo que sugiere que pueden estar sujetos a 
algún tipo de limitación para la adquisición de genes. Por lo tanto, la probabilidad de 
adquisición de plásmidos de virulencia por clones MDR es mayor que la probabilidad 
de adquisición de plásmidos MDR por clones hypervirulentos. Esto es especialmente 
preocupante desde la perspectiva del control de infecciones hospitalarias, ya que 
muchos de los clones MDR están bien adaptados a la transmisión y colonización en 
humanos y muestran un gran potencial para causar brotes hospitalarios (75). La 
relevancia clínica de estos clones crea la necesidad de identificarlos, vigilarlos y 
controlarlos de una manera más exhaustiva. 
1.3.1. Clones multirresistentes. 
La mayoría de brotes hospitalarios causados por K. pneumoniae MDR son 
debidos a un grupo limitado de clones. Estos clones MDR pueden trasportar múltiples 
plásmidos portadores de diversos genes que le confieren resistencia múltiples 
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antibióticos. Un conjunto de los clones más resistentes, incluyendo resistencia a 
cefalosporinas de tercera generación y antibióticos carbapenémicos, se han convertido 
en un problema a nivel  mundial.  Entre ellos, se encuentra el ampliamente estudiado 
ST258, englobado junto con su derivado ST512 y el ST11 dentro del CG258. Otros 
clones MDR relevantes son el ST15 y el ST14, pertenecientes al CG15, el ST17 y 
ST20 incluidos dentro del CG20, el ST29, el ST37, el ST147, el ST101 y el ST307. 
Estos HRc no están genéticamente relacionados entre sí, pero sí están ampliamente 
distribuidos geográficamente y poseen un alto potencial para causar infecciones 
nosocomiales y/o brotes hospitalarios (16,91,92).  
Aunque todos estos clones MDR se agrupan dentro de los clones de K. 
pneumoniae diseminados mundialmente existen diferencias importantes en cuanto a la 
distribución geográfica de cada uno de ellos (27,93–103), siendo los ST pertenecientes 
a los CG258, CG15 y CG307 los más prevalentes a nivel mundial (Figura 3). 
 El ST258  y su derivado ST512 son los clones de K. pneumoniae resistente a 
los antibióticos carbapenémicos (carbapenem resistant K. pneumoniae;  CRKp) 
dominantes en América y en el sur de Europa, siendo raros en otras regiones del 
mundo. El clon ST11, del cual derivó el ST258 por recombinación  (76,104) representa 
aproximadamente el 12% de CRKp en toda Europa, estando mucho más ampliamente 
distribuido que el ST258 o el ST512. Además, el ST11 es también el clon dominante  
que causa infecciones por CRKp en China. Por otro lado, el ST307  ha comenzado a 
desplazar al ST258 y al ST512 en América y en el sur de Europa y se ha posicionado 
como el clon de CRKp dominante en Sudáfrica (105). En España, en los últimos años 
se ha visto un aumento de los aislamientos pertenecientes al clon ST307 resistente a 
los carbapenémicos asociados con brotes nosocomiales e infecciones sanguíneas 
(106). Sin embargo, fuera de estas regiones, normalmente es sensible a los antibióticos 
 47 
carbapenémicos y resistente a las cefalosporinas de tercera generación. El ST15 y el 
ST14 se encuentra entre los clones más comunes resistentes a las cefalosporinas de 
tercera generación en diversas áreas geográficas y está asociado a numerosos casos de 
variantes resistentes a los antibióticos carbapenémicos  ampliamente diseminadas 
(Figura 3)(27,107,108).  
Es importante destacar que, aunque muchos estudios atribuyen a un pequeño 
número de clones  la mayoría de las infecciones causadas por K. pneumoniae resistente 
a cefalosporinas de tercera generación y/o a antibióticos (27) , en muchas regiones 
sigue habiendo una parte importante de infecciones causadas por clones MDR 





Secuencias tipo de K. pneumoniae resistentes a las cefalosporinas de tercera generación y sensibles a los carbapenémicos por región.
Secuencias tipo de K. pneumoniae resistente a los carbapenémicos por región.
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Figura 3. Distribución y frecuencia de las secuencias tipo de K. pneumoniae 
resistente a los carbapenémicos a nivel mundial (a). Distribución y frecuencia de las 
secuencias tipo de K. pneumoniae resistente a las cefalosporinas de tercera generación 
y sensibles a los antibióticos carbapenémicos  a nivel mundial (b). Figura adaptada de 
Wyres KL y colaboradores, Nat Rev Microbiol 18, 344-359 (2020). 
1.3.2. Clon de alto riesgo K. pneummoniae ST15. 
K. pneumoniae ST15, junto con el ST14, pertenece al CG15 que se encuentra 
entre los clones MDR más prevalentes a nivel global.  Este grupo clonal es el 
responsable del 20% de todos los brotes hospitalarios descritos en el mundo. En 
particular, el HRc ST15 de K. pneumoniae  se considera un clon con una alta capacidad 
para ocasionar brotes hospitalarios de K. pneumoniae resistente a los antibióticos 
carbapenémicos (110).  
Las cepas de K. pneumoniae ST15 muestran un patrón de resistencia variable 
en función de la zona geográfica. Este hecho está probablemente relacionado con la 
alta diversidad de plásmidos de resistencia que se han detectado en este HRc, 
proporcionándole un perfil de resistencia específico.  Esta diversidad en cuanto los 
plásmidos de resistencia adquiridos por el clon ST15 en los distintos lugares del mundo 
ponen de manifiesto su alto potencial para adquirir nuevos genes de resistencia 
mediante transferencia horizontal. Así, este clon de alto riesgo se considera un 
candidato óptimo para la convergencia de los fenotipos de resistencia e 
hipervirulencia, a través de la adquisición de plásmidos híbridos, que llevan 
determinantes tanto de resistencia como de virulencia (111). 
Este HRc ha sido identificado como un importante portador de BLEEs, 
principalmente CTX-M-15 (112), aunque también expresa los cuatro grandes grupos 
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de carbapenemasas: KPC, NDM, VIM y OXA48. Se ha detectado ST15 portador de 
NDM-1 en Nepal y Pakistan (107,108); OXA-48 en España (113) y Vietnam (114) , 
OXA-232 en China (115); KPC-3 en Portugal(116); y KPC-2 en Bulgaria y China 
(117,118).  
K. pnuemoniae ST15 se asocia tanto con infecciones humanas como animales. 
Se ha detectado el clon ST15 en varios animales de compañía en la comunidad. Por 
ejemplo, se ha detectado K.pneumoniae ST15 productora de OXA-48  en perros de 
una clínica veterinaria en Alemania (119), así como en diferentes animales en Japón, 
Francia y Alemania. En otros países europeos también se han identificado animales 
infectados y colonizados con clones portadores de CTX-M-15 (120–122). 
Además, el ST15 se encuentra entre los clones de K. pneumoniae más 
frecuentemente aislados como colonizadores del tracto gastrointestinal (123,124), lo 
cuál favorece su diseminación. Además este clon contribuye positivamente a la 
propagación de plásmidos de resistencia al producirse la transferencia de los mismos 
entre distintas enterobacterias de la microbiota intestinal (125,126). Asimismo, la 
incidencia de infecciones también aumenta en pacientes colonizados con el peligro que 
ello acarrea por la dificultad de tratamiento que supone la infección con bacterias MDR 
(127). 
1.3.3. Clones hipervirulentos. 
La mayoría de las infecciones invasivas adquiridas en la comunidad son 
causadas por clones hipervirulentos de K. pneumoniae que expresan un número 
importante de genes de virulencia y rara vez poseen plásmidos portadores de genes de 
resistencia.  
A diferencia de las infecciones causadas por clones MDR, las infecciones 
producidas por clones hipervirulentos están dominadas por los mismos clones en todas 
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las regiones. Los más comunes son  el ST23 y el ST57, ambos pertenecientes al CG23, 
seguido de los clones incluidos en el CG65 (ST65 y el ST375) y el CG86. Sin embargo 
los clones englobados dentro del  CG25, el CG66 y el CG380 se encuentran en menor 
frecuencia (128–131). En consonancia con la alta prevalencia de las cepas hvKp en la 
cuenca del Pacífico Asiático, el ST23 y el ST57 se identificaron recientemente entre 
los dos clones más comunes asociados a las infecciones del torrente sanguíneo por K. 
pneumoniae en China, Vietnam y Laos, representando más del 10% de los aislamientos 
(98,132). Los datos disponibles sobre la prevalencia de ST23 fuera de la cuenca del 
Pacífico Asiático son limitados porque la mayoría de los estudios se centran 
únicamente en los clones MDR, y los aislamientos del ST23 suelen ser sensibles a los 
fármacos (75,77). En la literatura disponible se sugiere que el clon ST23 representa 
menos del 2% de los aislamientos clínicos en otras regiones del mundo (65,98,99,133).  
Es interesante destacar que aunque este clon se detectó hace ya 100 años (77), 
se encuentra mucho menos diseminado que otros clones MDR como el ST258 y el 
ST307, que han aparecido ambos a mediados de la década de 1990 (64,79,92). 
1.3.4. Diseminación de los clones de alto riesgo resistentes a los 
antibióticos carbapenémicos. 
La propagación de los HRc es un proceso complejo que se puede producir a 
nivel local, nacional e internacional. La literatura destaca numerosas rutas de 
transmisión que incluyen la propagación de paciente a paciente en el hospital, la 
colonización silenciosa de personas en centros sociosanitario, la adquisición por 
contacto con una persona previamente colonizada, la transmisión a través de viajes de 
carácter médico, y posiblemente, también a través de la cadena alimentaria, los 
animales de compañía y las fuentes ambientales (91). 
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1.3.4.1. Propagación asociada al entorno hospitalario. 
Una de las principales vías de transmisión de los HRc es la asociada a la 
medicina. Siendo K. pneumoniae considerado un patógeno nosocomial típico e incluso 
dominante (134), los hospitales son lugares clave para su diseminación.  
K. pneumoniae se propaga de persona a persona, variando la capacidad de 
propagación entre los distintos portadores, siendo probablemente los que tienen una 
mayor concentración de K. pneumoniae en el recto los principales  responsables de la 
contaminación ambiental (135). Por otro lado, su capacidad para sobrevivir en los 
equipos hospitalarios facilita también su diseminación (91,136). Además, los centros 
socio-sanitarios favorecen la diseminación entre el entorno hospitalario y el 
comunitario (137). Los centros socio-sanitarios son un importante reservorio para 
estos clones de alto riego (138), pudiendo actuar como fuente de reintroducción de 
HRc en los hospitales (91,139). En cuanto a la propagación comunitaria es todavía 
escasa, pero ya hay casos de colonizaciones tras el alta de un familiar (140) o casos de  
infecciones del tracto urinario sin exposiciones sanitarias recientes o antecedentes de 
viajes (141,142). Estos casos ponen de manifiesto la posible aparición de infecciones 
en la comunidad (91). 
1.3.4.2. Reservorio animal. 
Un posible reservorio de los clones de alto riesgo circulantes son los animales, 
pudiendo producirse un intercambio de patógenos con los humanos a través de la 
cadena alimentaria o el contacto cercano. Ya se han detectado distintos HRc en 
animales en distintos países (120–122,143), aunque por el momento, el papel de los 
animales como reservorio de HRc y su impacto en la salud humana aún no está claro 
y debe ser explorado más a fondo (91). 
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1.3.4.3. Propagación internacional. 
La diseminación mundial de los HRc puede producirse debido a los viajes y el 
turismo internacionales (144). Esto puede incluir los viajes de carácter médico (145), 
viajes en los cuales se hace un uso fortuito de instalaciones sanitarias o viajes a un país 
donde un determinado clon sea endémico (146,147). En los viajes realizados por 
razones médicas se pueden producir dos tipos de vías de propagación.  Por un lado, el 
paciente puede proceder de un región epidémica y transmitirlo en el nuevo destino 
(148) o por el contrario, el paciente se coloniza y/o infecta durante su hospitalización 
en un país donde el HRc es endémico (149). Esta propagación  internacional de HRc 
también se puede producir a través de las relaciones comerciales internacionales, 
pudiendo diseminarse a través de la cadena alimentaria (91,150,151). 
 
Así pues, la rápida diseminación de clones de K. pneumoniae y de los genes de 
resistencia que portan, es una grave amenaza que requiere acciones inmediatas. La 
vigilancia activa en los centros sanitarios junto con medidas para detener la 
contaminación ambiental son la clave para reducir esta diseminación. Además, se 
necesita profundizar en el estudio de la patogénesis de estos clones, así como de los 
mecanismos responsables de su alta capacidad de transmisión, para elucidar las claves 
de su éxito como patógenos. La identificación de los determinantes genéticos 
específicos de estos HRc podría favorecer no sólo la detección de este tipo de clones 
si no también proporcionar nuevas dianas para controlar su diseminación y mejorar el 
diagnóstico  (91). 
1.4. Riesgo de transmisión y brotes en entornos sanitarios.  
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K. pneumoniae resistente a los antibióticos carbapenémicos (CRKp) tiene un 
alto potencial para causar brotes en entornos sanitarios. Se han notificado brotes 
causados por CRKp en varios Estados miembros de la Unión Europea (UE), como la 
República Checa, Francia, Alemania, Grecia, España, Italia y Reino Unido (152–157). 
Algunos de estos países poseen, en términos generales, bajos porcentajes de resistencia 
a los antibióticos carbapenémicos en K. pneumoniae, lo que indica que los brotes 
pueden ocurrir independientemente de su prevalencia en un país determinado. Por lo 
tanto, todos los países de la UE están en riesgo de que se produzcan brotes por este 
patógeno. Los factores de riesgo para la adquisición de CRKp en entornos sanitarios 
son similares a los descritos para la adquisición de otras bacterias MDR. Entre ellos se 
encuentran el ingreso en una unidad de cuidados intensivos, la estancia prolongada en 
estas unidades, la enfermedad crítica, los dispositivos invasivos y el tratamiento 
antimicrobiano previo (158,159). Un meta-análisis descubrió que el uso de 
dispositivos médicos y el tratamiento con antibióticos carbapenémicos eran los 
factores de riesgo más significativos para la adquisición de CRKp por parte de los 
pacientes hospitalizados (160). También se ha demostrado que los centros socio-
sanitarios son un reservorio de CRKp en algunos entornos, incluso en países de la UE 
(5,161–164). 
Se ha documentado el papel del entorno hospitalario, incluidas las tuberías de 
aguas residuales, los lavabos y los fregaderos mal diseñados, como reservorio y fuente 
de CRKp, y se ha descubierto que es el origen de algunos brotes que requieren un 
tratamiento especial del agua o medidas de desinfección para su control de forma 
eficaz (165,166). Estudios recientes sobre brotes que utilizan métodos 
epidemiológicos basados en la genómica, incluida la secuenciación completa del 
genoma, han revelado la existencia de reservorios ambientales hospitalarios de una 
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gran variedad de bacterias, con plásmidos que confieren resistencia a los antibióticos 
carbapenémicos y que se transfieren entre diversas especies y diferentes tipos clonales 
de enterobacterias (165–168). Los HRc, como por ejemplo el clon  ST258 productor 
de KPC de K. pneumoniae, son muy eficientes en la colonización de hospedadores 
humanos, adaptándose a los entornos hospitalarios. Son responsables de brotes en 
hospitales de toda Europa. Esto pone de relieve el valor de la vigilancia genómica para 
detectar y rastrear los brotes causados por bacterias resistentes, así como la necesidad 
de desarrollar estrategias adecuadas para su control (5). 
2. Mecanismos de resistencia de Klebsiella pneumoniae.  
El descubrimiento de la penicilina por Sir Alexandre Fleming en 1928, siendo 
su primera preinscripción en 1940, dio lugar al inicio de la era moderna de los 
antibióticos (169,170). Durante la Segunda Guerra Mundial fue el antibiótico de 
elección para controlar las infecciones bacterianas entre los soldados, pero 
desafortunadamente los primeros casos de resistencia a la penicilina no tardaron en 
llegar, amenazando los avances logrados en el control de las enfermedades infecciosas 
hasta la fecha (169,171). En 1950 nuevos antibióticos β-lactámicos fueron 
descubiertos, pero la aparición de los primeros casos de resistencia no se hizo esperar, 
aislándose S. aureus resistente a meticilina en 1962 en el Reino Unido y en 1968 en 
Estados Unidos (172). Hasta principios de 1980, la industria farmacéutica desarrolló e 
introdujo nuevos antibióticos, resolviendo el problema causado por las resistencias, 
pero con el paso del tiempo el ritmo de desarrollo de antibióticos se fue reduciendo 
(169,171). En 2019 la OMS identificó 32 antibióticos en fase de desarrollo clínico 
frente a la lista de patógenos prioritarios publicada por la propia organización en 
febrero de 2017 (3), de los que solo seis se clasificaron como innovadores (4).  
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Las bacterias patógenas adquieren resistencia a los antibióticos, 
principalmente, mediante dos mecanismos genéticos diferentes. Por un lado, la 
producción de mutaciones espontáneas durante la replicación cromosómica. Estas 
mutaciones puntuales en el genoma bacteriano pueden provocar la modificación de 
proteínas diana de antibióticos específicos impidiendo su acción. Por otro lado, los 
elementos genéticos móviles, como por ejemplo los plásmidos o los bacteriófagos, 
transfieren genes de resistencia a los antibióticos entre poblaciones bacterianas a través 
de transferencia horizontal de genes. Esto permite a las bacterias patógenas desarrollar 
resistencia a los antibióticos por adquisición de genes ya existentes en otras bacterias 
(173). 
K. pneumoniae es una de las bacterias que han experimentado un espectacular 
aumento de la resistencia a los antibióticos en las últimas décadas. Podemos encontrar 
varios mecanismos de resistencia en este patógeno, siendo la resistencia a los β-
lactámicos la que tiene mayor impacto en la eficacia del tratamiento. El genoma 
accesorio es fundamental en la resistencia a los antibióticos en K. pneumoniae, con 
plásmidos portadores de genes de resistencia que reducen, preocupantemente, las 
opciones terapéuticas eficaces contra este patógeno (88). En la figura 4. se resumen 























Figura 4. Principales antimicrobianos utilizados en K. pneumoniae (a) y sus 
mecanismos de acción (b). Figura adaptada de Wang TZ y colaboradores, Nat Rev 
Nephrol, 15 463-481 (2019). 
2.1. Resistencia a los β-lactámicos. 
Los antibióticos β-lactámicos son una gran clase de antibióticos, que incluyen 
penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos. Son los antibióticos 
más utilizados en la práctica clínica actualmente y se caracterizan por tener un anillo 
β-lactámico en su estructura molecular. El mecanismo principal de resistencia a los β-
lactámicos en K. pneumoniae es la producción de β-lactamasas, que son enzimas 
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permeabilidad de membrana a través de la regulación de la expresión de bombas de 
expulsión y porinas (174). 
2.1.1. β-lactamasas de espectro extendido  
La resistencia a la penicilina en K. pneumoniae se detectó a principios de la 
década de 1960, lo que llevó a la identificación de los primeros genes que codificaban 
β-lactamasas, blaSHV-1 y blaTEM-1. Dos décadas más tarde, se identificó en un 
aislamiento de K. pneumoniae el primer gen que codificaba una BLEE, blaSHV-2, 
recuperado de un paciente ingresado en una UCI en Alemania (175). El gen presentaba 
una actividad de espectro extendido frente a los β-lactámicos, incluidas las 
cefalosporinas de tercera generación y los antibióticos monobactámicos. K. 
pneumoniae se ha convertido en el principal patógeno portador de BLEEs asociado a 
brotes nosocomiales desde la identificación de estas enzimas durante la década de 
1990-2000. Durante ese periodo, las cepas de K. pneumoniae albergaban, 
principalmente, β-lactamasas tipo TEM y SHV (176), con una alta presencia y difusión 
de sus variantes enzimáticas en numerosos países (177). Sin embargo, a principios de 
la década de 1990, surgió una nueva familia denominada CTX-M (178). Las CTX-M 
son ahora el tipo de BLEEs predominante, siendo la CTX-M-15 la más frecuente en 
K. pneumoniae (91,174,179,180).  
Otro tipo de BLEEs, adquiridas mediante transferencia horizontal, son las 
BLEEs de tipo blaOXA (181) y las mucho menos frecuentes blaGES, blaSFO (182),  
blaPER, blaTLA, blaVEB (183) y blaKLUC-5 (184). La aparición de BLEEs con un espectro 
de actividad más amplio, como blaGES-4, también dio lugar a la aparición de cepas 
resistentes a los carbapenémicos (110). Además, combinaciones de BLEEs con 
pérdida de porinas y la participación de la bomba de expulsión AcrAB-TolC también 
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puede dar lugar a la perdida de sensibilidad frente a los antibióticos carbapenémicos 
(185,186).  
Normalmente, los diferentes tipos de BLEE se asocian a diferentes tipos 
plásmidicos entre los que se encuentran plásmidos epidémicos que contribuyen a la 
diseminación de las mismas (89).  
2.1.2. Genes AmpC mediados por plásmidos. 
La notable versatilidad de K. pneumoniae para incorporar plásmidos 
portadores de β-lactamasas, dio lugar a la aparición y dispersión de cefalosporinas 
plasmídicas de tipo AmpC (187,188). Estos genes surgieron entre finales de la década 
de 1980 y principios de la de 1990, en paralelo a la explosión de las BLEEs (187). 
Hidrolizan todas las penicilinas y las cefalosporinas de primera, segunda y tercera 
generación y son resistentes al ácido clavulánico y al tazobactam (174). Las familias 
de enzimas tipo AmpC más abundantes en K. pneumoniae pertenecen a los tipos CMY, 
DHA, FOX y MOX.  En cambio, las AmpC tipo ACT, MIR, ACC y LAT, muestran 
una baja prevalencia en K. pneumoniae. Aunque las β-lactamasas de tipo AmpC suelen 
ser plasmídicas, en 2009 se identificó en K. pneumonie el primer gen cromosómico 
tipo ampC denominado blaCMY-2 (189). También se identificaron cepas de K. 
pneumoniae con una mayor resistencia a los β-lactámicos debido a la expresión de 
blaAmpC o blaACT-1 en combinación con la pérdida de porinas o con un aumento de 
expresión en las bombas de expulsión. La combinación de la hiperexpresión del gen  
ampC  junto con la reducción de la permeabilidad de membrana, a través de la perdida 
de porinas e hiperexpresión de bombas de expulsión, puede derivar en la pérdida de 
sensibilidad a antibióticos carbapenémicos (190).  
Los genes de tipo AmpC también pueden alcanzar altos niveles de expresión 
debido a la existencia de múltiples copias de los plásmidos que los portan, o de la 
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potencia del promotor bajo el que se encuentra regulada la expresión de los mismos en 
el plásmido.  
2.1.3. Carbapenemasas. 
La aparición de cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE ha provocado 
un aumento significativo del uso de los antibióticos carbapenémicos, que se han 
convertido en los antibióticos de último recurso para el tratamiento de las infecciones 
causadas por estos patógenos (191). La resistencia a los antibióticos carbapenémicos 
surgió por primera vez como resultado de alteraciones de la permeabilidad de 
membrana debido a la pérdida de porinas sin la presencia de genes codificantes de 
carbapenemasas (192). Sin embargo, el uso indiscriminado de estos antibióticos ha 
favorecido la aparición de plásmidos portadores de enzimas capaces de hidrolizarlos, 
las carbapenemasas. Estas enzimas son enzimas capaces de hidrolizar todos los β-
lactámicos, incluidos los antibióticos carbapenémicos de última línea (193).  
La primera carbapenemasa detectada en K. pneumoniae fue la metaloenzima 
IMP-1, detectada en Japón en 1991 (194). Varios años después, en 1996, apareció la 
primera KPC (Klesiella pnemoniae carbapenemasa), detectada en Estados Unidos 
(195). Aunque otras carbapenemasas han sido descritas por primera vez en K. 
pneumoniae, blaOXA-48 (196) y blaNDM-1 (197), las carbapenemasas de tipo KPC se 
convirtieron en las más prevalentes y de mayor impacto en K. pneumoniae. Se han 
descrito cepas productoras de KPC  en todos los continentes, siendo sus variantes 
blaKPC-2 y blaKPC-3 las más frecuentes, con una alta prevalencia en cepas productoras 
de brotes nosocomiales (89). Los plásmidos portadores de genes que codifican 
carbapenemasas como blaOXA-48 y blaVIM llegaron a K. pneumoniae y actualmente son 
considerados endémicos en diferentes países (198). Además, otros genes que codifican 
carbapenemasas como blaVIM-1 y blaNDM-1 se han movilizado desde los plásmidos al 
 60 
cromosoma a través de elementos genéticos móviles específicos para estos genes de 
resistencia (91,110). 
2.2. Resistencia a ceftazidima-avibactam 
Los esfuerzos realizados en la última década para desarrollar nuevos 
inhibidores de β-lactamasas capaces de proteger a los β-lactámicos de la acción de las 
carbapenemasas han llevado a la introducción en el ámbito clínico de nuevos 
inhibidores de β-lactamasas.  
En 2015 se aprobó el uso clínico del avibactam en combinación con la 
ceftazidima (199). La combinación ceftazidima/avibactam (CAZ/AVI)  proporciona 
una valiosa estrategia para combatir las infecciones por CRKp.  El avibactam protege 
a la ceftazidima de la hidrólisis causada por KPC, OXA-48, AmpC y BLEEs 
(200,201). Sin embargo, ya se ha empezado a observar un aumento de la resistencia a 
la combinación CAZ-AVI en el tratamiento de infecciones en pacientes con una larga 
exposición a esta combinación (202,203). La resistencia a CAZ/AVI se ha relacionado 
con mutaciones específicas en el gen blaKPC (203–206) o en el gen blaCTX-M-14  (207) 
generalmente observadas dentro del bucle Ω (205,208,209). Además, también se ha 
demostrado que el aumento de la expresión de blaKPC junto con alteraciones de las 
porinas Ompk35/36 (210) produce un aumento de la resistencia a CAZ/AVI. La nueva 
BLEE vietnamita, VEB-25, (211), la presencia de metallo-β-lactamasas y el aumento 
de la expresión de KPC también son mecanismos implicados en la resistencia a 
CAZ/AVI (212). La presencia de β-lactamasas, principalmente CTX-M-15, y /o la 
pérdida de porinas podrían estar implicado en un fenotipo de baja resistencia (213). 
Recientemente, también se ha observado que el gen blaCMY-172 fue responsable de un 
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alto nivel de resistencia a CAZ/AVI en cepas clínicas de K. pneumoniae productoras 
de KPC en China (214).  
2.3. Resistencia a los aminoglucósidos. 
Los aminoglucósidos son antibióticos capaces de inhibir la síntesis proteica 
bacteriana. Se utilizaron activamente desde mediados de la década de 1940 hasta 1980 
que fueron sustituidos por las cefalosporinas de tercera generación, los antibióticos 
carbapenémicos y las fluoroquinolonas (215). Durante ese periodo de uso, K. 
pneumoniae adquirió los principales mecanismos de resistencia  frente a este grupo, 
que implican enzimas que dan lugar a modificación de aminoglucósidos mediante 
diferentes actividades, como la acetilación, la adenilación, la fosforilación o la 
nucleotidilación (216). Los grupos de enzimas que llevan a cabo cada una de las 
actividades son AAC, AAD, APH y ANT, respectivamente. En 10 años, se 
identificaron en K. pneumoniae genes de resistencia mediados por plásmidos de todas 
los grupos. 
La disminución del uso de aminoglucósidos frenó la evolución de nuevos 
mecanismos de resistencia hasta el descubrimiento de la ARN ribosomal (ARNr) 16S 
metilasa, perteneciente a la familia de genes armA, que codifica enzimas que impiden 
que los aminoglucósidos se unan a su diana, los ARNr 16S (217). Estos genes son 
codificados en plásmidos en K. pneumoniae (218). Mientras que las enzimas 
modificadoras de fármacos tienen un estrecho espectro de actividad, las ARNr 16S 
metilasas confieren resistencia a prácticamente todos los aminoglucósidos, incluida la 
plazomicina, el aminoglucósido más recientemente desarrollado (219). La localización 
cromosómica de armA se ha descrito una sola vez  en K. pneumoniae (220). También 
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se encontraron las ARNr 16S metilasas plasmídicas de las familias Rmt y NpmA (215), 
aunque por el momento no existe evidencia de su localización cromosómica. 
Los mecanismos de resistencia cromosómica frente a los aminoglucósidos en 
K. pneumoniae incluyen modificaciones en la permeabilidad de membrana externa 
debido a la regulación de los las bombas de expulsión AcrAB-TolC y KpnEF y a la 
pérdida de la porina KpnO. Las mutaciones que confieren resistencia a través de la 
modificación de la diana, como rrs o rpsL, no se han encontrado todavía en cepas 
clínicas de K. pneumoniae. Es posible que las mutaciones en el gen rpsL estén 
relacionadas con un alto coste en la eficacia biológica y una menor virulencia, por lo 
que son menos frecuentes. Múltiples copias de rrs en el cromosoma también pueden 
favorecer el desarrollo de resistencia mediante mutaciones en este gen (91,221,222). 
2.4. Resistencia a las quinolonas. 
Las quinolonas son antibióticos que actúan inhibiendo las enzimas ADN girasa 
y la topoisomerasa IV dando lugar a un bloqueo en la replicación del ADN. Estos 
fármacos se han utilizado en la práctica clínica desde la década de 1960, pero su uso 
aumentó ampliamente después de la introducción de las primeras fluoroquinolonas en 
la década de 1980, lo que ha favorecido la aparición de mecanismos de resistencia 
bacteriana a las quinolonas (223). En K. pneumoniae se han descrito todos los 
mecanismos de resistencia conocidos frente a las quinolonas en patógenos gram-
negativos (224), incluyendo mutaciones de su diana de acción, aumento de la 
producción de bombas de expulsión,  enzimas modificadoras y/o proteínas de 
protección de la diana. 
Los infecciones causadas por K. pneumoniae tratadas con ácido nalidíxico, la 
primera quinolona aprobada clínicamente (225) y norfloxacina, la primera 
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fluoroquinolona utilizada en el tratamiento de K. pneumoniae (226), fueron 
acompañadas por las primeras evidencias de resistencias cromosómicas frente a ambos 
compuestos (227,228). El primer y principal mecanismo de resistencia son las 
mutaciones cromosómicas en las dianas de unión de las quinolonas, la ADN girasa 
(subunidades gyrA-gyrB) y la topoisomerasa IV (subunidades parC-parE). Las 
mutaciones en gyrA y parC en K. pneumoniae (229) se reconocieron antes que las 
mutaciones en gyrB (230) y parE (231), y son probablemente más comunes (230). 
También se ha observado que los cambios en la permeabilidad de membrana 
de K. pneumoniae están implicados en la resistencia a las quinolonas, de forma similar 
a su papel en la resistencia a los β-lactámicos. Estos incluyen la pérdida de la porina 
OmpK36 (232), la sobreexpresión de la bomba de expulsión acrAB (233) y la 
producción inalterada de la bomba de expulsión kdeA (234). Otra bomba de expulsión 
importante en K. pneumoniae, OqxAB, supuestamente cromosómica,  se ha visto 
implicada en la resistencia a quinolonas mediada por plásmidos (RQMP), facilitando 
su movilización y propagación entre bacterias (235). También se ha observado que los 
reguladores de las bombas de expulsión están implicados en la resistencia a las 
quinolonas en K. pneumoniae. 
Otro grupo de genes de resistencia a las quinolonas son los determinantes 
RQMP que se encuentran en también en otras enterobacterias (236). Estos genes 
incluyen miembros de los genes qnr, que codifican una familia de proteínas que 
protegen la ADN girasa y la topoisomerasa IV de la actividad inhibidora de las 
quinolonas. El primer gen qnr descrito en K. pneumoniae fue descubierto en un 
plásmido aislado en 1994 en Estados Unidos (237). No se han encontrado genes qnr 
codificados en el cromosoma de K. pneumoniae, aunque si lo están en otras bacterias 
 64 
gram-negativas como Shewanella alga, Citrobacter spp., Stenotrophomonas 
maltophilia, Vibrionaceae y Serratia marcescens (238,239). 
Otro gen RQMP, aac(6)-Ib-cr, es el único responsable de la modificación de 
quinolonas en K. pneumoniae. Desactiva quinolonas de espectro estrecho como la 
ciprofloxacina y la norfloxacina, que llevan el grupo piperazinilo no sustituido, un 
sustrato de esta enzima (239). Inicialmente, estaba codificada en un plásmido en K. 
pneumoniae, pero recientemente se ha encontrado en el cromosoma de esta especie 
(239). La resistencia a los aminoglucósidos suele ir acompañada de resistencia a los β-
lactámicos y a las fluoroquinolonas; aac(6)-Ib-cr confiere resistencia a los 
aminoglucósidos y a las fluoroquinolonas (240).  
El gen RQMP qepA codifica una proteína de una bomba de expulsión (241), 
pero todavía no ha sido encontrado en el cromosoma de K. pneumoniae. La expresión 
de los genes RQMP confiere niveles bajos o moderados de resistencia a las quinolonas, 
pero crean condiciones favorables para la aparición de mutantes genéticos 
cromosómicos, y por consiguiente para generar resistencia de alto nivel (242). 
Curiosamente, la presencia de otros genes de resistencia junto con los 
determinantes RQMP proporciona una selección cruzada a pesar del antibiótico 
elegido para el tratamiento. En México, se encontró blaCTX-M-15 en plásmidos de K. 
pneumoniae con qnrB (243). Se han descrito casos de K. pneumoniae que albergan 
blaCTX-M-15 y aac(6)-Ibcr en diferentes regiones del mundo (244), y se sugirió que 
poseían un aumento de la eficacia biológica debido a la presencia de blaCTX-M-15 (245). 
Por lo tanto, los clones epidémicos de K. pneumoniae poseen diferentes modos de 
resistencia a las quinolonas que pueden ser evolutivamente importantes. Los 
aislamientos pertenecientes a los clones epidémicos, como K. pneumoniae ST11, ST15 
y ST147, a menudo poseen dos o tres sustituciones en GyrA y ParC que causan 
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resistencia junto con la presencia del gen RQMP aac(6)-Ib-cr (245). En el caso del 
clon K. pneumoniae ST258 se describió la presencia de oqxAB junto con la pérdida de 
porinas (89,91). 
2.5. Resistencia a la colistina. 
La colistina es un polipéptido bactericida perteneciente a la familia de las 
polimixinas. La colistina se une a los lipopolisacáridos y fosfolípidos de bacterias 
Gram negativas y desplaza competitivamente los cationes divalentes (Ca2 + y Mg2 +) 
de los grupos fosfato de los lípidos de la membrana, lo que conduce a la ruptura de la 
membrana celular externa y finalmente la lisis celular (246). Debido a su conocida 
toxicidad, la colistina ha tenido un uso restringido en medicina entre el año 1980 y el 
2000 lo que redujo la aparición de resistencias. A principios del año 2000, con la 
creciente aparición de cepas de K. pneumoniae XDR productoras de carbapenemasas, 
la colistina se utilizó como antibiótico de último recurso (246,247). El primer brote 
hospitalario de K. pneumoniae MDR resistente a la colistina se detectó en 2004 en 
Grecia (247), y desde entonces han surgido un número creciente de aislamientos de 
cepas resistentes a la colistina en el ámbito clínico. La estrategia más común de 
resistencia a la colistina son las modificaciones de la membrana externa bacteriana 
mediante la alteración del lipopolisacárido y la reducción de su carga negativa.  
Estos cambios en el lipopolisacárido se producen tanto por mutaciones en el 
gen  lpxM y su regulador ramA, responsables de la maduración del lípido A (248,249), 
así como por la neutralización del lípido A mediante la unión adicional de amino 
arabinosa ,asociado a pbgP y pmrE, de fosfoetanolamina, asociada a pmrC o de 
palmitato, asociada a pagP (250,251). Otros genes reguladores de la modificación del 
lipopolisacárido, como phoPQ, pmrA y pmrD, están también implicados en el 
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desarrollo de resistencia a colistina. Las mutaciones en uno de los dos genes 
reguladores que da lugar a la sobreexpresión de pmrB (252), o a la desactivación de 
mrgB (253), también son suficientes para causar resistencia a la colistina. Otra posible 
vía de modificación del lipopolisacárido implica a la glicosiltransferasa TupA-like y 
al sistema regulador CrrAB (254). Otros mecanismos descritos en el desarrollo de 
resistencia a la colistina en K. pneumoniae son los polisacáridos de la cápsula, que 
pueden enmascarar moléculas cargadas en la membrana externa, así como dar lugar a 
una mayor expresión de las bombas de expulsión AcrAB-TolC y KpnEF (255) debido 
a la regulación positiva de su transcripción mediante RarA (256). Una deleción en la 
glicosiltransferasa WcaJ en K. pneumoniae produce en la cepa mutante una pérdida 
del fenotipo mucoso que da lugar a un incremento en la resistencia a la colistina (257). 
La resistencia a la colistina mediada por plásmidos se notificó recientemente, 
con la identificación del gen mcr-1 en China (258). Este gen codifica una enzima de 
la familia de la fosfoetanolamina transferasa que modifica el lípido A incorporando 
fosfoetanolamina, de forma similar a PmrC (91,258).  
2.6. Resistencia a la tigeciclina. 
La tigeciclina es la primera glicilciclina lanzada al mercado (259), y se utiliza 
en la lucha frente a las infecciones por K. pneumoniae desde 2005, ya que evade los 
principales mecanismos de resistencia a las tetraciclinas (260). La tigeciclina muestra 
una actividad de amplio espectro incluso frente a cepas productoras de BLEE (261). 
Los mecanismos de resistencia conocidos frente a este antibiótico están codificados 
cromosómicamente, e incluyen modificaciones de las unidades ribosómicas 30S y 
16S, dianas del antibiótico, así como cambios en la permeabilidad de la membrana 
bacteriana (262). También se demostró que la sobreexpresión de las bombas de 
 67 
expulsión AcrAB-TolC y OqxAB así como las alteraciones en los niveles de expresión 
de sus reguladores RarA, RamA, RamR y AcrR pueden producir resistencia a 
tigeciclina (262). Una disminución en la transcripción del gen que codifica la porina 
OmpK35 produce disminución de la sensibilidad a la tigeciclina (263). La primera 
mutación en una proteína ribosómica que daba lugar a resistencia a tigeciclina se 
observó en la proteína S10, codificada por rpsJ (264). Se han identificado genes tetA 
en aislamientos de K. pneumoniae. Estos genes codifican bombas de expulsión que 
tienen como sustrato las tetraciclinas, sin embrago su papel en la resistencia no está 
claro (91,265). 
3. Patogénesis en Klebsiella pneumoniae. 
 
K. pneumoniae emplea muchas estrategias para incrementar su invasividad y 
protegerse de la respuesta inmunitaria del huésped. Sin embargo, muchos de estos 
factores aún no se han caracterizado en profundidad y queda mucho trabajo por hacer 
para comprender plenamente sus mecanismos de acción y su importancia clínica. Los 
factores de virulencia caracterizados en K. pneumoniae desempeñan diversas 
funciones en los distintos tipos de infección y en las diferentes cepas. Analizando los 
factores de virulencia conocidos hasta la fecha y sus implicaciones, parecen tener un 
papel más defensivo que ofensivo, dirigiéndose más a una protección frente a la 
respuesta inmunitaria del huésped que a un ataque frente a este (34).  
En este apartado nos vamos a centrar en factores  de virulencia como son la 
producción de la cápsula, el lipopolisacárido, los sideróforos, las fimbrias y los 




Las cepas de K. pneumoniae, especialmente los aislamientos clínicos, 
producen con frecuencia una cápsula viscosa de polisacáridos. Esta cápsula es la capa 
más externa de la célula, que protege a la bacteria de la desecación, de los fagos y de 
la depredación de los protistas (266,267). La cápsula es también un determinante clave 
de la virulencia. A diferencia de las cepas capsuladas, las cepas isogénicas no 
capsuladas son incapaces de causar enfermedad en modelos de infección murinos 
(268,269). Además, se ha demostrado que la cápsula suprime la respuesta inflamatoria 
del hospedador (270) y proporciona resistencia a los inmunopéptidos antimicrobianos 
(271), a la muerte mediada por el complemento (272) y a la fagocitosis (266,273,274). 
En Klebsiella pneumoniae se han descrito 77 tipos de cápsula inmunológicamente 
distintos (tipos K) definidos por serología (275–277). Sin embargo, la tipificación 
serológica requiere técnicas y reactivos especializados que no están al alcance de la 
mayoría de los laboratorios de microbiología, por lo que se aplica muy raramente. 
Además, entre el 10 y el 70% de los aislamientos de K.  pneumoniae no son tipificables 
serológicamente, porque expresan una cápsula nueva, algo que es común para los 
aislamientos clínicos, o no están encapsulados (278–281) 
La cápsula se produce a través de un proceso dependiente de Wzy para el cuál 
la maquinaria conservada está codificada por genes que están presentes en la mayoría 
de los loci de biosíntesis del antígeno K (wzi, wza, wzb, wzc, wzx y wzy) (267,282). 
Esta región es muy variable y codifica las proteínas de síntesis, procesamiento y 
exportación de azúcares específicos de la cápsula, además de los componentes de 
ensamblaje del núcleo Wzx (flipasa) y Wzy (polimerasa que une las unidaes de 
repetición de la cápsula) (281,282). Hasta la fecha, se han identificado más de 138 
combinaciones distintas basadas en esta región (98,281,283). Cada una de ellas define 
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un locus K distinto que se cree que codifica un tipo de cápsula distinto. Sin embargo 
sólo 77 de ellas se han descrito mediante los métodos de tipificación serológica 
tradicional (277). Los tipos de cápsula K1 y K2 son los serotipos más comunes en las 
cepas de K. pneumonie hypervirulenta que están asociadas con infecciones invasivas 
y una mayor patogenicidad en modelos murinos (9). Estos tipos capsulares  están muy 
conservados en los clones hipervirulentos (K1 en el CG23 y K2 en los demás) 
(67,75,131,284). El tipo de cápsula K5 también se asocia con el absceso hepático 
(131), y el K3 está restringido al linaje de K. pneumoniae que produce rinoscleroma 
(ST67)(69). Se sabe poco sobre la virulencia relativa de otros tipos de cápsula. La 
mayoría de los clones no hipervirulentos, incluidos los clones MDR globales, 
presentan una amplia diversidad del locus K (75,79) a excepción del CG307. Este 
grupo clonal muestra siempre un  locus K102 (KL102), así como un locus adicional 
de síntesis de cápsula que tiene una estructura distinta al K-locus y es raro en la 
población más amplia de K. pneumoniae (92). 
La producción de la cápsula puede aumentar por encima de los niveles basales 
de varias maneras. Por un lado, se puede producir un aumento de la producción de la 
capsula mediado por los reguladores del fenotipo mucoide A, rmpA, y el rmpA2, que 
son de origen plasmídico, o bien, mediante la copia cromosómica del rmpA (285–288). 
Por otro lado, también se puede aumentar la producción de la capsula mediante la 
regulación producida por los genes de síntesis de la cápsula A y B (rcsA y rcsB) o en 
respuesta a señales externas (253,255–257). Por ejemplo, el aumento de la 
concentración de glucosa provoca un aumento de la producción de cápsula mediado 
por el gen rmpA. Por otro lado,  las concentraciones relativamente altas de hierro 
extracelular provocan una disminución en la producción de la cápsula debido a la 
inhibición de rmpA a través de genes asociados con los sistemas de adquisición de 
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hierro (292,293). La producción de la capsula también puede ser desencadenad en 
ausencia de rmpA o rmpA2 por el gen cromosómico magA (34,294).  
3.2. Lipopolisacárido. 
El lipopolisacárido, también conocido como endotoxina, es un componente 
principal y necesario de la membrana externa de todas las bacterias gram-negativas. 
Aunque existe una considerable variación en las estructuras del lipopolisacárido entre 
las especies bacterianas, normalmente está compuesto por un antígeno O, un 
oligosacárido central y el lípido A. El lipopolisacárido es tanto un beneficio como un 
obstáculo para K. pneumoniae durante la infección, ya que es un importante factor de 
virulencia que protege al patógeno frente a las defensas humorales, pero también puede 
ser un fuerte activador inmunológico (34). Su antígeno O sobresale de la superficie 
bacteriana y se ha demostrado que protege a la bacteria frente a la fagocitosis por  
macrófagos y neutrófilos (295). La modificación de los lípidos A, en respuesta a los 
diferentes microambientes del hospedador, se cree que ayuda a las bacterias a eludir 
la respuesta inmune, a promover la resistencia a los péptidos antimicrobianos y a 
alterar las propiedades de la membrana externa (296,297).  
Con una sola excepción, los determinantes clave del antígeno O están 
colocados en el locus O (anteriormente conocido como locus rfb) (298–301), 
habiéndose identificado hasta la fecha 12 loci distintos (283,298). Aunque se han 
reconocido 10 antígenos O serológicamente distintos, muchos aislamientos no son 
tipificables (302,303).  Los antígenos más comunes entre los aislamientos clínicos son 
el O1 y O2 (283,302,303) y pueden proporcionar una protección mayor frente a la 
fagocitosis (281,283). Curiosamente, los antígenos O1 y O2 están codificados por los 
mismos dos loci O, el O1/O2. Es la presencia o ausencia de otros dos genes en otras 
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partes del genoma, wbbY y wbbZ, lo que determina el antígeno específico. Cuando 
ambos genes están presentes, se produce D-galactán II, dando lugar al antígeno O1. 
Cuando están ausentes, el resultado es el antígeno O2 (304,305). 
3.3. Sideróforos. 
K. pneumoniae necesita el hierro como nutriente para el desarrollo de una 
infección.. Normalmente, existe poco hierro libre en el plasma del hospedador, ya que 
está unido a moléculas de transporte de hierro como la transferrina. Además, los 
niveles de hierro disminuyen durante el transcurso de una infección al unirse a la 
lactoferrina, que es una proteína de defensa innata presente en los fluidos corporales 
(306,307). Por lo tanto, K. pneumoniae, al igual que muchos otros patógenos 
bacterianos, compite con las células del hospedador en la obtención del hierro. En este 
contexto, estas bacterias patógenas han desarrollado estrategias eficientes para adquirir 
hierro del hospedador con el fin de sobrevivir y propagarse durante la infección. La 
estrategia predominante es la secreción de sideróforos.  
Los sideróforos son moléculas con una alta afinidad por el hierro, incluso 
mayor a la de las proteínas de transporte del propio hospedador, pudiendo robárselo o 
obtenerlo del entorno (307). Las cepas de K. pneumoniae codifican varios sideróforos, 
y la expresión y la contribución de cada uno de ellos a la virulencia varía. La 
producción de más de un sideróforo puede favorecer la colonización exitosa por parte 
del patógeno de diferentes tejidos y/o evitar su neutralización por el hospedador 
(307,308). Los distintos sideróforos presentes en K. pneumoniae son la enterobactina, 




3.3.1. Enterobactina.  
La expresión de la enterobactina se produce en casi todas las cepas de K. 
pneumoniae, tanto en cKp como en hvKp, por lo que se considera que es el principal 
sistema de captación de hierro utilizado por K. pneumoniae (309–312). Su afinidad 
por el hierro es la más alta de todos los sideróforos presentes en K. pneumoniae 
(313,314). Los genes necesarios para su biosíntesis se encuentran en el cromosoma en 
el clúster entABCDEF, mientras que fepABCDG codifica las proteínas que median su 
transporte, siendo fepA el que codifica el receptor de captación (34,315,316). 
3.3.2. Yersiniabactina. 
La yersiniabactina se descubrió originalmente en Yersinia en la que formaba 
parte de una isla de patogenicidad. Desde entonces este sideróforo se ha identificado 
en otras bacterias, incluida K. pneumoniae (317). La yersiniabactina se ha identificado  
en la inmensa mayoría de los aislamientos ( 90%) de  hvKp , lo que suegire un 
importante papel en la virulencia de estas cepas. Sin embargo, sólo el 18% de los 
aislameintos clínicos de cKp son portadores de este factor de virulencia (316,318). Las 
proteínas necesarias para la síntesis de la yersiniabactina están codificadas por los 
genes irp. Los genes ybt y fyu codifican de los transportadores necesarios para su 
secreción y el gen ybtQ codifica el receptor de captación (34,316,317,319).  
3.3.3. Salmochelina. 
La salmochelina es una forma c-glucosilada de la enterobactina (315). Sólo de 
un 2% a un 4%  de las cepas cKp son portadoras de este sideróforo. Sin embargo, al 
igual que la yersiniabactina, es mucho más frecuente en las cepas hvKp, dónde se ha 
detectado su presencia en el 90% de los aislamientos asociados a abscesos hepáticos 
piógenos (311,316,318). La síntesis, secreción y captación de la salmochelina se lleva 
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a cabo por las enzimas codificados por iroBCDEN, siendo iroN el gen que codifica el 
receptor (34,315,320,321). 
3.3.4. Aerobactina. 
La aerobactina es un sideróforo de citrato-hidroxamato, y su afinidad por el 
hierro es la más baja dentro de los sideróforos descritos en K. pnuemoniae (313,314). 
Se encuentra solamente en el 6% de las cepas cKp, pero está presente entre el 93-100% 
de los aislamientos de hvKp (309,311,322,323). La presencia de aerobactina está 
significativamente asociado a la hipercápsula, aunque no todas las cepas 
hipercapsuladas poseen este sideróforo (307,322,323). Esta asociación se debe al 
hecho de que el clúster de genes que codifica la producción de la aerobactina, el 
iucABCD, junto con el receptor, iutA, se encuentran en el mismo plásmido de 
virulencia que lleva rmpA, un potenciador de la producción de la cápsula (34,324).  
3.4. Metabolismo de la alantoína. 
El metabolismo de la alantoína es un método por el que las bacterias pueden 
obtener carbono y nitrógeno de su entorno (325). Se identificó el operón allABCD en 
una búsqueda de genes hiperexpresados en cepas hvKp en comparación con las cepas 
cKp, por lo que probablemente sea un factor de virulencia relevante para estas cepas. 
Este operón contiene genes implicados en el metabolismo de la alantoína. Se ha 
demostrado que la inactivación del gen allS, que regula positivamente el operón 
allABC, reduce de manera significativa la virulencia de cepas hvKp en un modelo de 
infección gástrica (326). La presencia de este operón es mayor en las cepas asociadas 
a abscesos hepáticos (34,327,328). 
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3.5. Sistemas de secreción. 
Para interactuar con el medio externo, las bacterias deben secretar proteínas a 
la superficie celular o al medio externo. En las bacterias gram-negativas, la presencia 
de una membrana externa supone un obstáculo adicional para la secreción de 
macromoléculas al exterior de la célula. Sin embargo, han desarrollado diferentes vías 
para translocar proteínas a través de la envoltura celular. En la actualidad, existen 
nueve sistemas de secreción "oficiales" en gram-negativos, designadas con números 
del I al IX, así como los sistemas chaperona-usher pili (chaperone-usher pili; CUP) 
(329). Las enterobacterias utilizan muchos de estos sistemas para exportar toxinas o 
incluso para inyectarlas directamente en el citoplasma de la célula hospedadora. Estas 
toxinas se denominan, generalmente, "efectores", y son secretadas por los sistemas de 
secrección de tipo III, de tipo IV y de tipo VI (type VI secretion system; T6SS). 
Además, las enterobacterias dependen de las adhesinas para interactuar con el 
hospedador o con el medioambiente. Las adhesinas son generalmente secretadas por 
los sistemas de secreción de tipo V (type V secretion system; T5SS), por los sistemas 
de secreción de tipo II o ensambladas por los sistemas CUP (330). De todos estos 
sistemas de secreción describiremos en más detalle los T5SS, los T6SS y los sistemas 
CUP (331). 
3.5.1. Sistemas de secreción tipo V. 
Los T5SSs son los sistemas de secreción más simples y extendidos entre las 
bacterias gram-negativas (332). Están compuestos por una o dos proteínas centrales. 
Las proteínas efectoras (dominios pasajeros) son transportados por el poro de 
secreción (dominio de translocación) a través de la membrana externa a la superficie 
celular (333). A menudo son denominados autotransportadores, debido a que 
constituyen sistemas de secreción autónomos (334). Sin embargo, se ha demostrado 
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que los T5SS dependen de varios sistemas bacterianos como el translocón Sec, las 
chaperonas periplásmicas y el sistema de ensamblaje del barril β en la membrana 
externa (331,333,335). Actualmente hay cinco subclases reconocidas en los T5SS, los 
sistemas de secreción Va, Vb, Vc, Vd y Ve. En los subtipos Va, Vc, Vd y Ve, el 
dominio pasajero está fusionado con el dominio de translocación. Este último es 
necesario y suficiente para la secreción del dominio pasajero, de ahí el nombre 
genérico de "autotransportadores" (336,337). En el subtipo Vb en cambio, la proteína 
efectora, denominada genéricamente TpsA, está separada de su transportador, el TpsB. 
Por lo tanto, en el caso de los T5SSs Vb, un transportador TpsB puede tener más de 
un efector, aunque no ocurre frecuentemente (338). Los T5SSs Vb, son también 
conocidos como sistemas de secreción de dos componentes (two partner secretion; 
TPS) y son los T5SSs en los que nos vamos a centrar a continuación. 
3.5.1.1. Sistemas de secreción de dos componentes.  
Los sistemas TPS se componen fundamentalmente de dos proteínas, una que 
funciona como translocador, TpsB, y otra como pasajero, TpsA. Las proteínas TpsB 
son proteínas de β-barril de 16 cadenas con dos dominios POTRA asociados al 
transporte de polipéptidos periplásmicos. Las proteínas TpsA son más diversas, pero 
casi todas se pliegan en estructuras principalmente β-helicoidales (339). El extremo 
N-terminal de las las proteínas tipo TpsA contiene un dominio altamente conservado 
de aproximadamente 300 residuos, designado como dominio TPS (340). El dominio 
TPS de esta proteína interactúa con el dominio POTRA de la proteína TpsB para su 
secreción. Después, la proteína TpsA puede permanecer unida a la superficie 
bacteriana o ser liberada al medio extracelular (Figura 5)(341). En distintos patógenos 
gram-negativos, se ha demostrado el papel de las proteínas TpsA como factores de 
virulencia relacionados con la adherencia (342–345), la adquisición de hierro (346), la 
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inhibición de la fagocitosis (347–349). También se ha demostrado un papel relevante 
en la competencia bacteriana a través de la inhibición de crecimiento por contacto 
directo (350,351) y en la virulencia en modelos animales (342). En K. pneumoniae no 
se han descrito todavía la implicación de los sistemas TPS en virulencia, pero si se ha 
cristalizado la proteína efectora CdiA, implicada en la inhibición del crecimiento 
dependiente del contacto en E. coli. En este estudio se observó que la estructura y 
actividad de la toxinas CdiA, de E. coli y de K. pneumoniae, reflejaban una 
convergencia funcional (352). Otro sistema de dos componentes que también fue 
encontrado en aislamientos de K. pneumoniae pertenecientes al CG23 fue el kvgAS. 
Este sistema  parece estar implicado en la respuesta al estrés causado por los radicales 




Figura 5. Modelo de translocación de los sistemas TPS. ME: membrana 





3.5.2. Sistemas de secreción de tipo VI. 
Los T6SSs son complejos transmembrana que se utiliza para suministrar 
proteínas efectoras a una gran variedad de células, incluyendo células eucariotas u 
otras bacterias. Curiosamente, las T6SSs comparten homología estructural con las 
colas de los fagos, y se ha planteado la hipótesis de que los T6SSs pueden haber 
surgido de colas de fagos invertidas que expulsan proteínas fuera de la bacteria en 
lugar de inyectarlas dentro (354). El mecanismo de acción es similar al utilizado por 
los fagos en la contracción de la cola, inyectando en la célula diana una aguja cargada 
de efectores (355). Este sistema se describió por primera vez en Rhizobium 
leguminosarum como un grupo de genes (imp)  de fijación de nitrógeno alterada (356). 
Un T6SS funcional está compuesto por 13 genes conservados en el genoma central, 
denominados tssA-M (357). Los componentes del T6SS se ensamblan en un aparato 
contráctil en forma de aguja que transloca los efectores a las células vecinas (358). 
Están compuestos de un complejo transmembrana unido a una placa en la base y a una 
estructura tubular citoplasmática de cola larga rodeada por una vaina contráctil. La 
contracción de la vaina impulsa el tubo interior a través de la membrana hacia la célula 
diana. Las proteínas efectoras son transportadas por la punta del T6SS y/o los 
componentes tubulares y se liberan una vez se desmonta el tubo dentro de la célula 
diana (359). 
Hasta ahora, la función  del T6SS en K. pneumoniae es poco conocido. Se han 
encontrado los 13 genes conservados (tssA-M) en el genoma bacteriano organizados 
en tres loci contiguos. Estos loci fueron designados locus I, locus II y locus III en base 
al parentesco genético con los ortólogos con los que fueron comparados (360). En 
algunas cepas de K. pneumoniae, los genes del T6SS se agrupan en 2 loci, mientras 
que en otras lo hacen en 3 (360–362).  Estos 13 genes codifican la maquinaria necesaria 
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para la secreción del sistema. Están organizados en 2 segmentos que se mantienen en 
todas las cepas y se alternan en los loci con distinto grado de integridad y organización. 
El primer segmento contiene un grupo de 8 genes, el 
vgrG/clpV/hcp/ompA/dotU/impJ/impC/impB, que se denomina vgrG y el segundo 
segmento está formado por los genes icmF/impG/impH/sciN/impF y se denomina 
icmF (Figura 6.). Las proteínas de la familia de la multiplicación intracelular F (IcmF) 
son proteínas integrales conservadas de la membrana interna del T6SS, y están 
implicadas en la entrega de proteínas efectoras en las células diana (363). Aunque se 
desconocen las funciones exactas de la mayoría de las proteínas del T6SS,  se sabe que 
ClpV/TssH es una ATPasa AAA+ citoplasmática que permite el reciclaje de la 
maquinaria T6SS. Además, aunque muchas no son secretadas, son necesarias para la 
secreción de sustratos del T6SS como la proteína regulada por la hemolisina 
(Hcp/TssD) y la proteína de repetición de valina-glicina (VgrG/TssI) (Figura 
4)(364,365). Algunos estudios sugieren la existencia de un mecanismo organizado del 
T6SS que probablemente juegue un  papel en la interacción poatógeno-hospedador en 
K pneumoniae. Estudios previos han demostrados que cepas de K. pneumoniae con 
mutaciones en las proteínas centrales del T6SS mostraron una disminución en la 
habilidad de infectar el bazo en modelos animales (269). Además, se ha descrito la 
implicación de estos sistemas en la competencia bacteriana, en la invasión celular, en 




Figura 6. Representación esquemática del T6SS y sus distintas subunidades. 
IM, membrana interna; OM, membrana externa. Figura adaptada de Cherrak Y y 
colaboradores, Microbiol Spectr, 7 (2019). 
3.5.3. Sistemas Chaperona-usher pili. 
Los sístemas CUP se utilizan para ensamblar y secretar apéndices de múltiples 
subunidades denominados pili o fimbrias. Éstos están implicados en el reconocimiento 
y la adhesión de la célula hospedadora.  y contribuyen positivamente a la patogenicidad 
y a la formación de biofilm (368). Estos sistemas CUP están formados por un gen que 
codifica un usher, al menos un gen que codifica una chaperona y al menos un gen que 
codifica una fimbria o pilus. Las chaperonas y el usher son proteínas relativamente 
conservadas necesarias para ensamblar las fimbrias y secretarlas. Los sistemas CUP 
se clasifican en base la proteína usher, ya que las chaperonas y subunidades del pilus 
son variables en número y estructura. En esta clasificación encontramos los clados α-
, β-, γ-, κ-, π-, y σ-, dónde cada uno de los cuales procede de un ancestro común (369). 
El clado de las fimbrias γ- se subdivide a su vez en cuatro subclados, denominados γ1-





base a características de un miembro destacado o a características particulares del 
clado. Sin embargo, las fimbrias β- y γ- se les asignaron los nombres por orden 
alfabético. Otro modo de clasificación de los sistemas CUP se basa en la estructura de 
las chaperonas (370). Esta clasificación da lugar a dos grupos:  la subfamilia de 
chaperonas que ensambla estructuras superficiales no fimbriales, y la subfamilia de 
chaperonas que ensambla filamentos fimbriales (370,371). Dentro de la clasificación 
de los clados basados en el usher, la primera subfamilia de chaperonas forman parte 
únicamente del clado γ3; sin embargo, la segunda subfamilia de chaperonas se 
incluyen dentro de los clados β-, γ1-, γ2-, γ4-, κ- y π (372). 
Se demostró que la clasificación de los clusteres de genes fimbriales en clados 
basada en las secuencias de usher se correlaciona con la organización de los genes 
principales. Los seis clados establecidos pueden subdividirse en cuatro clusteres 
principales basados en su organización génica y en la relación evolutiva de su pilus. 
El primer grupo es el grupo γκπ, que contiene los clados γ, κ y π. Este clúster se 
caracteriza por un dominio común de homología de la subunidad del pilus. Además, 
los clados π y κ comparten una estructura central compuesta por genes que codifican 
primero una subunidad mayor, representada por una M, luego un usher, representado 
por una U, y finalmente de una chaperona, representada con una C, dando lugar a una 
estructura central MUC. El clado γ no comparte la misma organización de genes y esta 
estructura es diferente para cada subclado: MCUT para γ1, MCCU para γ2, MCU o 
CUM para γ3 y MCUT para γ4, donde la T representa la adhesina de la punta. Los 
clados α, β o σ muestran una organización génica distinta: CMUT, MCU y MCUT, 
respectivamente. Además, estos tres grupos también contienen dominios de homología 
de la subunidad fimbrial distintos. Esto sugiere que la diversidad en la organización de 
los genes encontrada dentro de cada clado no implica una transferencia horizontal de 
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los genes de las subunidades entre estos cuatro grupos principales, sino que co-
evolucionaron como grupos completos. Las divergencias con respecto a la estructura 
génica central, por ejemplo, cuando hay más de una chaperona dentro de un clúster de 
genes fimbriales, podrían explicarse por un probable evento de duplicación génica 
(369). 
Los sistemas CUP mejor caracterizados son los pili de tipo 1 y los P pili. Estos 
sistemas son utilizados por las bacterias uropatógenas para colonizar e infectar el tracto 
urinario (368). Ambos están implicados en las interacciones patógeno-hospedador y 
son importantes tanto en el desarrollo de la infección como en la formación de biofilm 
(373). Tanto el P pilus como el pilus tipo 1 están formados por varias subunidades 
organizadas en dos subconjuntos distintos: la punta y el cuerpo del pilus. El ensamblaje 
se inicia con la secreción de las subunidades del pilus al periplasma a través del sistema 
SecYEG, donde se pliegan para luego estabilizarse mediante la interacción específica 
con una chaperona. El complejo chaperona-pilus se une al usher, que es un poro de β-
barril de 24 hebras compuesto por un dominio N-terminal, dos dominios C-terminales 
y un dominio de conexión. El usher cataliza la liberación de la chaperona y la secreción 





















Figura 7. Estructura general de los pili de tipo 1 (a) y de tipo P (b). Figura 
adaptada de Lillington J. y colaboradores, Biochim Biophys Acta, 1840 2783-96 
(2014). 
 
Los sistemas CUP representan otra clase de factores de virulencia de K. 
pneumoniae y son importantes mediadores de la adhesión. En K. pneumoniae, las 
fimbrias de tipo 1 y 3 son las principales estructuras adhesivas que se han caracterizado 
como factores de patogenicidad, aunque han llegado a identificarse hasta nueve 
diferentes en una sola cepa incluyendo las fimbrias de tipo 1 y 3 (34,374,375). 
3.5.4. Fimbrias de tipo I. 
Las fimbrias de tipo 1 son protuberancias delgadas, en forma de hilo, ubicadas 
en la superficie de la bacteria. Se expresan en la mayoría de los aislamientos de K. 
pneumoniae, tanto clínicos como ambientales. El clúster de genes del sistema CUP de 
tipo 1 de K. pneumoniae es homólogo al de E. coli (Figura 8.)(376). La subunidad 




adhesivas son atribuidas a la subunidad menor, FimH, que se encuentra en la punta 
(376–379). Otros genes del clúster incluyen los que codifican las subunidades 
estructurales menores FimF y FimG. La chaperona es codificada por el gen fimC, 
mientras que fimD codifica el usher.  El gen fimI codifica un producto necesario para 
las fimbrias de tipo 1, pero todavía no está caracterizado. En K. pneumoniae este 
operón porta un gen que no está presente en el operón homólogo de E. coli (fimK). 
Este gen está implicado en la regulación de las fimbrias de tipo 1, ya que su 
inactivación provoca la pérdida de expresión de las fimbrias de tipo 1 (376,380). Las 
fimbrias de tipo 1 de K. pneumoniae se unen a glicoproteínas D-manosiladas y, por 
tanto, esta unión se denomina con frecuencia unión "sensible a la manosa" 
(34,381,382). 
El papel de las fimbrias de tipo 1 se centra especialmente en las infecciones del 
tracto urinario (383), potenciando la adherencia a las células del hospedador y 
contribuyendo a la formación de biofilm, incluso en los catéteres urinarios (384,385).   
3.5.5. Fimbrias de tipo 3. 
Las fimbrias de tipo 3 son filamentos en forma de hélice. De manera similar a 
la de las fimbrias de tipo 1, las fimbrias de tipo 3 se expresan en casi todos los 
aislamientos de K. pneumoniae.  Están organizadas genéticamente en tres unidades 
transcripcionales: el operón policistrónico mrkABCDF, el operón bicistrónico mrkHI 
y el gen mrkJ (Figura 8.). La formación de las fimbrias de tipo 3 depende de la 
expresión del operón mrkABCDF (386,387), siendo MrkA la subunidad principal del 
pilus y MrkD la adhesina situada en la punta (379). Las subunidades MrkB y MrkC 
están implicadas en el ensamblaje y la regulación de la expresión, mientras que MrkF 
participa en la estabilidad de las fimbrias en la superficie (388). MrkH es una proteína 
reguladora codificada en el operón mrkHI, que regula positivamente el gen mrkA y su 
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propia expresión (389–391). La proteína MrkH contiene un dominio PilZ, cuya 
interacción con el c-di-GMP es crucial para su papel como activador transcripcional 
(392). El operón mrkHI también codifica MrkI, un regulador transcripcional de tipo 
LuxR que actúa como coactivador de la expresión de mrkA (389,393). El gen mrkJ 
codifica una fosfodiesterasa que degrada el c-di-GMP, que a su vez, controla la 
actividad de MrkH (394). Las fimbrias de tipo 3 son "insensibles a la manosa ", por lo 
tanto no se unen a esta. Aunque todavía no se ha encontrado un receptor de superficie 
celular específico para las fimbrias de tipo 3, se ha demostrado que se unen a proteínas 
de la matriz extracelular como el colágeno de tipo IV y V (395). 
Las fimbrias de tipo 3 promueven la adhesión a distintos tipos celulares aunque 
tienen un papel clave desde un punto de vista clínico en la  formación de biofilm 
(385,395–397). 
3.5.6. Otras fimbrias. 
Además de las bien caracterizadas fimbrias de tipo 1 y 3, otros sistemas CUP 
han sido identificados en K. pneumoniae. Se encontró una isla de patogenicidad en la 
cepa K. pneumoniae KR116, denominada KpGI, que codifica un clúster de fimbrias 
γ1-chaperonas/usher, denominado fim2, compuesto por 8 genes que muestran 
similitud de secuencia e identidad organizativa con los operones fim de Citrobacter 
koseri ATCC BAA-895 (~60%) y K. pneumoniae C3091 (~51%) (Figura 8.). No se 
identificó ninguna función obvia in vitro o in vivo, aunque se observaron indicios de 
su participación en la urovirulencia y la diseminación bacteria na desde el tracto 
respiratorio (74).  
Por otra parte, se ha identificado un homólogo del operón ecpABCDE de E. 
coli  en el genoma de K. pneumoniae (Figura 8.). El 96% de las cepas de K. 
pneumoniae estudiadas contienen el gen ecpA y el 94% producían el sistema ECP 
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durante la adhesión a células epiteliales. Además, el 80% de las cepas que formaban 
biofilm sobre vidrio producían el sistema ECP, lo que sugiere que el sistema ECP es 
necesario, al menos in vitro, para la producción de biofilm y la adhesión a células 
epiteliales (398).  
Otros 7 clusteres de genes fimbriales fueron encontrados en el genoma de K. 
pneumoniae NTUH-K2044. Se denominaron fimbrias Kpa, Kpb, Kpc, Kpd, Kpe, Kpf 
y Kpg (Figura 8.). Se observó que los genes kpc estaban altamente asociados a los 
aislamientos del serotipo K1 y producían un aumento de la formación de biofilm (375).  
Un nuevo clúster fue detectado en la cepa K. pneumoniae LM21, al que se 
denominó Kpj (Figura 8.), implicado en adherencia y colonización intestinal en 
modelos animales. En esta cepa también se observó la implicación del operón Kpg, en 
la formación de biofilm, la adherencia a células eucariotas y la colonización intestinal.  
Sin embargo, los operones Kpa y Kpe estaban implicados en la formación de biofilm 
y adherencia. En la cepa K. pneumoniae LM21 no se ha identificado ninguna función 
clara de los operones Kpb y Kpd (374).  
Todas  
Una fimbria expresada en 30 de los 78 aislamientos estudiados por Di Martino 
P y colaboradores fue la llamada KPF-28. Esta fimbria está implicada en la adherencia 
de K. pneumoniae a líneas celulares eucariotas intestinales, lo que sugiere su 
implicación en la colonización del tracto gastrointestinal (399). 
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Figura 8. Estructura de los distintos sistemas CUP. 
4. Colonización intestinal y estrategias de 
descolonización. 
La colonización gastrointestinal con K. pneumoniae es un reservorio común y 
muy significativo para la transmisión y posterior infección de los pacientes 
(93,400,401). El 16,5% de las infecciones por enterobacterias productoras de 
carbapenemasas son posteriores a la colonización, lo que pone de manifiesto una clara 
relación entre colonización e infección (402). En segundo lugar, los portadores pueden 
servir como un importante reservorio para la diseminación de CPKp (125,403–405). 
Aunque la colonización con clones de alto riesgo está asociada principalmente a los 
hospitales, ya se han observado casos de individuos colonizados en la comunidad 


















cortos periodos de tiempo difiere de la situación observada en los hospitales, donde 
los pacientes son colonizados durante largos periodos de tiempo con clones resistentes 
específicos debido al tratamiento con antibióticos (400). En este contexto, se han 
establecido programas de vigilancia epidemiológica para identificar a pacientes 
colonizados por CPKp con el objetivo de controlar su propagación en el entorno 
sanitario (406–408).  
La erradicación de cepas resistentes de la flora intestinal se denomina 
descolonización. La descolonización tiene muchos beneficios como reducir el riesgo 
de que el portador individual desarrolle una infección debido a la cepa resistente o 
prevenir la propagación de la bacteria a otros pacientes, proceso denominado 
transmisión cruzada. Además, la colonización juega un papel importante como 
reservorio de elementos genéticos móviles para otras especies de la familia 
Enterobacteriaceae. Por lo tanto, la descolonización podría limitar la posibilidad de 
que la transferencia horizontal de genes confiera resistencia a otras bacterias del tracto 
intestinal (408,409). 
El proceso de descolonización es complicado. Puede producirse de forma 
espontánea, sin embargo, el tiempo necesario para que esto ocurra es muy variable 
llegando a mantenerse en algunos casos durante más de dos años (408,410,411).  
Como métodos de descolonización intestinal se han utilizado antibióticos 
orales no absorbibles. Sin embargo, el éxito de este tratamiento ha sido limitado debido 
al rechazo de los pacientes, al fracaso del propio tratamiento, a las recaídas y/o al 
desarrollo de resistencia a los antibióticos durante el tratamiento (408,410). 
 Los probióticos son otra de las estrategias que han ganado notoriedad en los 
últimos años, pero hasta el momento no hay evidencia del impacto de los probióticos 
en la descolonización y se debe tener precaución con esta aproximación, ya que la 
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manipulación del microbioma podría tener consecuencias no deseadas y los 
microorganismos utilizados para la producción del probiótico también podrían causar 
infecciones, especialmente en individuos inmunodeprimidos y en enfermos críticos 
(408,412–414). 
Otra de las estrategias de descolonización es el trasplante de microbiota fecal 
(TMF) (5,415–418). Esta estrategia terapéutica se ha establecido como una terapia 
segura y eficaz para los pacientes con Clostridium difficile recurrente y está 
recomendada por las directrices internacionales (419,420). Aunque el TMF parece ser 
una estrategia exitosa, se necesitan pruebas más sólidas de su eficacia, seguridad, 
procedimientos y el establecimiento de un consenso, ya que todavía se sabe poco del 
efecto de la manipulación del microbioma. Además, la Administración de Alimentos 
y Medicamentos (Food and Drug Administration; FDA) emitió una alerta de 
seguridad en junio de 2019 en la que se informaba de dos casos de adultos 
inmunodeprimidos que desarrollaron infecciones invasivas causadas por E. coli 
productor de BLEE después de recibir un TFM (421). La FDA exige ahora el cribado 
de los donantes para detectar la presencia de microorganismos MDR. Ante las 
importantes preguntas sin respuesta sobre la interacción entre el microbioma y su 
hospedador, el TMF debe tomarse con cautela y esperar a tener datos más sólidos sobre 
su eficacia y el impacto a largo plazo. Además, hay otra variables que es necesario 
armonizar como  la vía de administración, el método de conservación de las heces, el 
donante ideal de heces, la preparación del receptor del TMF o el número de TMF a 
realizar, entre otros (408,422–424). 
Teniendo en cuenta todas las cuestiones que todavía están sin resolver en las 
distintas estrategias, por el momento, no existen regímenes de descolonización 
universalmente aceptados para las enterobacterias MDR. Basándose en el nivel de 
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evidencia actual, las directrices de la Sociedad Europea de Microbiología Clínica y 
Enfermedades Infecciosas (European Society of Clinical Microbiology and 
Infectious Diseases; ESCMID) publicadas en 2019 no recomiendan la 
descolonización rutinaria de los portadores de enterobacterias portadoras de BLEEs o 
carbapenemasas (408,425). Por lo tanto, existe una clara necesidad de más evidencia 
científica, de evaluaciones más rigurosas de las estrategias existentes y de descubrir 




















































La presente Tesis Doctoral se centró en el estudio de distintos aspectos 
relacionados con la resistencia y la virulencia del clon de alto riesgo K. pneumoniae 
ST15, así como en la mejora de su identificación y erradicación. Los títulos de los 
cuatro capítulos que conforman este trabajo, así como los objetivos de cada capítulo, 
son los siguientes: 
 
Capítulo I. Secuenciación del genoma de dos cepas clínicas de Klebsiella pneumoniae 
productoras de OXA-48 aisladas durante un gran brote en España. 
 
- Objetivo 1. Secuenciar el genoma de dos cepas de Klebsiella pneumoniae 
productoras de OXA-48  aisladas durante un brote hospitalario. 
- Objetivo 2. Analizar la secuencia completa de los genomas de las cepas 
aisladas durante el brote para conocer su composición y estructura. 
 
Capítulo II. Kpi, un sistema chperona-usher pili asociado al clon de alto riesgo 
Klebsiella pneumoniae ST15 ampliamente diseminado por todo el mundo. 
 
- Objetivo 3. Estudiar las características fenotípicas de la cepa Klebsiella 
pneumonaie Kp3380 productora de OXA-48. 
- Objetivo 4. Identificar los genes implicados en el fenotipo adherente mostrado 
por K. pneumoniae Kp3380 mediante un análisis genómico comparativo. 
- Objetivo 5. Evaluar el papel del sistema chaperona-usher pili Kpi en el fenotipo 
adherente mostrado por K. pnuemoniae Kp3380 in vitro e in vivo. 
- Objetivo 6. Analizar la prevalencia del sistema chaperona-usher pili Kpi en K. 
pneumoniae. 
 
Capítulo III. Rasgos genómicos que promueven la diseminación y la persistencia del 
clon de alto riesgo Klebsiella pneumoniae ST15 productor de OXA-48 en España. 
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- Objetivo 7. Caracterizar el brote ocurrido en el Hospital Universitario de A 
Coruña entre 2013 y 2018. 
- Objetivo 8. Secuenciar el genoma de los distintos STs de Klebsiella 
pneumoniae productora de OXA-48  implicados en el brote ocurrido en el 
Hospital Universitario de A Coruña. 
- Objetivo 9. Identificar las características genómicas especificas del clon 
epidémico K. pneumoniae ST-15 mediante un análisis genómico comparativo. 
- Objetivo 10. Estudiar la implicación del sistema de dos componentes 
FhaB/FhaC en el fenotipo adherente mostrado por K. pneumoniae Kp3380. 
- Objetivo 11. Desarrollar una técnica rápida de detección del clon de alto riesgo 
Klebsiella pneumoniae ST15. 
 
Capítulo IV. Actividad antiadhesiva de un extracto polifenólico de Vaccinium 
corymbosum dirigido a la colonización intestinal causada por Klebsiella pneumoniae. 
 
- Objetivo 12. Obtener y caracterizar  un extracto salino de Vaccinium 
corymbosum con alto contenido en polifenoles. 
- Objetivo 13. Evaluar el efecto antiadherente del extracto de Vaccinium 
corymbosum en modelos de infección y/o colonización por Klebsiella 





















































CAPÍTULO I. Secuenciación del genoma de dos cepas 
clínicas de Klebsiella pneumoniae productoras de OXA-48 
aisladas durante un gran brote en España. 
Resumen. 
 
Klebsiella pneumoniae ha adquirido recientemente notoriedad como patógeno 
debido al aumento del número de infecciones graves y a la escasez de tratamientos 
eficaces. Es importante destacar que coloniza fácilmente el tracto gastrointestinal 
siendo capaz de entrar en otros tejidos y causar infecciones graves en los seres 
humanos.  
En el año 2013 se inició en el Hospital Universitario de A Coruña un brote 
producido por K. pneumoniae resistente a los carbapenémicos que afectó a más de 500 
pacientes. Con el objetivo de estudiar las características genómicas de esta cepa 
epidémica, se obtuvo el ADN genómico de dos aislamientos obtenidos del mismo 
paciente en un periodo de 6 meses. El segundo aislamiento, denominado Kp3380, 
mostró una menor sensibilidad a la colistina en comparación con el primer aislamiento, 
denominado Kp1803, que fue sensible a este antibiótico aunque  ambas cepas 
mostraron un fenotipo multirresistente. En este estudio, secuenciamos el genoma de 
ambos aislamientos utilizando el secuenciador GS Junior (Roche) siguiendo los 
protocolos estándar de secuenciación 454.  
El aislamiento Kp1803 se secuenció dos veces y las lecturas resultantes se 
combinaron en el mismo ensamblaje. Un 98,95% de las lecturas procedentes de la 
primera secuenciación y un 98,61% de las lecturas de la segunda fueron ensambladas 
mostrando un número total de 107 contigs, siendo 102 de ellos contigs grandes (>500 
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pb) con longitudes que oscilan entre 349.019 pb y 643 pb. Teniendo en cuenta estos 
contigs grandes, su tamaño medio fue de 54.965 pb y el N50 fue de 124.193 pb. El 
tamaño estimado del genoma completo fue de 6,6 Mb con un contenido de G+C del 
57,2% y un total de 5.331 secuencias codificantes de proteínas. La secuencia de los 
contigs obtenidos fue depositada en GenBank bajo el número de acceso 
PITN00000000. 
En el caso del aislamiento Kp3380,  el 99,40% de las lecturas se ensamblaron 
obteniendo un total de 169 contigs, siendo 159 de ellos contigs grandes (>500 pb) con 
longitudes que oscilan entre 288.531 pb y 613 pb. Teniendo en cuenta estos contigs 
grandes, su tamaño medio fue de 35.128 pb y el N50 fue de 69.019 pb. El tamaño 
estimado del genoma completo fue de 6,1 Mb con un contenido de G+C del 57,2% y 
un total de 5.381 secuencias codificantes de proteínas. La secuencia de los contigs 







Draft Genome Sequences of Two Epidemic OXA-48-Producing
Klebsiella pneumoniae Clinical Strains Isolated during a Large
Outbreak in Spain
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ABSTRACT We report here the draft genome sequences of Klebsiella pneumoniae
strains Kp1803 and Kp3380 isolated during a large outbreak at A Coruña Hospital in
Spain. The final genome assemblies for Kp1803 and Kp3380 comprise approximately
6.6 and 6.1 Mb, respectively, and both strains have G!C contents of 57.2%.
The emergence of antibiotic-resistant Klebsiella pneumoniae strains makes it difficultto treat and prevent infections (1, 2) caused by this microorganism. An increasing
prevalence of carbapenem-resistant K. pneumoniae strains has been reported world-
wide (3–7). A Coruña Hospital experienced an outbreak of infections caused by
carbapenem-resistant K. pneumoniae strains that affected more than 500 patients.
These strains showed a remarkable capacity to colonize the gastrointestinal tract of
patients, which acts as a reservoir for transmission and makes controlling the spread of
infection difficult.
Two strains, Kp1803 and Kp3380, were isolated from the same patient with urinary
tract infection in a period of 6 months. The second isolate, Kp3380, showed a reduced
susceptibility to colistin compared to the first isolate, Kp1803. Here, we report the
genome sequences of these two K. pneumoniae strains, which may help us to gain
insight into outbreak progression despite the early implementation of infection-control
procedures.
Genomic DNA was isolated using the Wizard genomic DNA purification kit (Pro-
mega) following the manufacturer’s protocols. Genome sequencing was performed
using the GS Junior sequencer (454 Life Sequencing, Inc.), and the whole-genome
shotgun fragment libraries were constructed from 500 ng of genomic DNA using a
rapid library preparation kit. The GS Junior Titanium emulsion PCR Lib-L kit was used for
the amplification of the shotgun libraries. The GS Junior Titanium sequencing system,
combined with GS Junior Titanium PicoTiterPlate kits, was used to determine the
nucleotide sequence of the amplified DNA libraries. Standard 454 pyrosequencing proto-
cols were followed. Reads were assembled into contigs using the 454 gsAssembler soft-
ware program with default parameters. Contigs were reordered onto the K. pneumoniae
ATCC 43816 KPPR1 (GenBank accession number CP009208) and K. pneumoniae PMK1
(GenBank accession number CP008929) reference genomes using the contig-ordering
tool of the Java-based graphical-interface program MAUVE (version 2.3). Genome
annotations were performed using the Rapid Annotations using Subsystems Technol-
ogy (RAST) server. Strain Kp1803 was sequenced twice, and the resulting libraries were
combined in the same assembly. A total of 151,948 reads (68,432,817 bp), with an
average length of 450.37 bp, were generated in the first sequencing, and 122,612 reads
(50,334,328 bp), with an average length of 410.52 bp, were generated in the second;
98.95% and 98.61% of the reads coming from the first and second sequencings,
respectively, were assembled, resulting in a total of 107 contigs, 102 of them being
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large contigs with lengths ranging from 643 to 349,019 bp. The average and N50 sizes
of these large contigs were 54,965 bp and 124,193 bp, respectively. The estimated
complete genome size was 6.6 Mb with a G!C content of 57.2% and a total of 5,331
protein-coding sequences. For strain Kp3380, a total of 183,509 reads (78,976,972 bp)
were generated, with an average length of 430.88 bp; 99.40% of the reads were
assembled, resulting in a total of 169 contigs, 159 of them being large contigs with
lengths ranging from 613 bp to 288,531 bp. The average and N50 sizes of these large
contigs were 35,128 bp and 69,019 bp, respectively. The estimated genome size was
6.1 Mb with a G!C content of 57.2% and a total of 5,381 protein-coding sequences.
Accession number(s). The whole-genome shotgun sequencing projects reported
here have been deposited at GenBank under the accession numbers PITN00000000 for
strain Kp1803 and PITM00000000 for strain Kp3380.
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CAPÍTULO II. Kpi, un sistema chperona-usher pili 
asociado al clon de alto riesgo Klebsiella pneumoniae ST15 
ampliamente diseminado por todo el mundo. 
Resumen. 
 
El aumento de la prevalencia del patógeno Klebsiella pneumoniae, en 
particular de las cepas resistentes a los antibióticos carbapenémicos, se considera una 
grave amenaza para la salud pública. El éxito de este patógeno se ve favorecido por su 
capacidad de adquirir genes de resistencia a los antimicrobianos, de propagarse y de 
persistir tanto en el medio ambiente como en los seres humanos.  Se ha detectado a 
nivel global un incremento en la incidencia de infecciones causadas por cepas 
multirresistentes pertenecientes a clones de alto riesgo como son el STs 11, 15, 101 y 
258. Sin embargo, se desconocen los mecanismos que promueven su diseminación. 
Por lo tanto, conocer los factores que intervienen en la patogenicidad y la epidemicidad 
de K. pneumoniae es importante para el manejo de las infecciones causadas por este 
patógeno y el desarrollo de tratamientos eficaces alternativos. 
Entre 2013 y 2018 detectamos un brote producido por K. pneumoniae resistente 
a los antibióticos carbapenémicos en el Hospital Universitario de A Coruña. Afectó a 
682 pacientes, de los cuáles, 462 presentaban colonización intestinal. Se seleccionó un 
aislamiento denominado Kp3380 con el objetivo de estudiar las características 
fenotípicas y genotípicas de esta cepa epidémica. Encontramos que esta cepa destacaba 
por mostrar un fenotipo altamente adherente al realizar un estudio fenotípico 
comparativo con otras cepas de K. pneumoniae aislados en infecciones esporádicas o 
brotes nosocomiales en diferentes hospitales de España. El fenotipo adherente 
mostrado por Kp3380 estaba relacionado con la presencia de abundantes estructuras 
tipo pilus en su superficie.  
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 La secuenciación del genoma nos permitió identificar un nuevo sistema 
chaperona-usher pili en la cepa Kp3380, al que denominamos Kpi. Este sistema está 
codificado por un operón policistrónico formado por 7 genes, kpiA-G. Un análisis 
filogenético reveló que Kpi pertenece al clado fimbrial tipo γ2, el cuál se ha sido poco 
caracterizado hasta el momento. En este trabajo demostramos que el sistema Kpi 
contribuye positivamente a la capacidad de K. pneumoniae para formar biofilm y 
adherirse a células eucariotas de intestino, vejiga y pulmón. Además, observamos que 
la capacidad de colonización intestinal in vivo de un mutante defectivo del gen kpiD 
se vió significativamente reducida, al igual que su capacidad de infectar Galleria 
mellonella.  
Finalmente, el análisis de 1649 genomas de K. pneumoniae aisladas de 32 
países europeos mostró que el sistema Kpi está estrechamente ligado al clon de alto 
riesgo ST15.  
Los hallazgos obtenidos en este estudio proporcionan información novedosa 
sobre la patogenicidad y la epidemicidad de K. pneumoniae portadora del sistema Kpi. 
La presencia de este sistema en el clon de alto riesgo K. pneumoniae ST15 podría 
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Control of infections caused by carbapenem-resistant Klebsiella
pneumoniae continues to be challenging. The success of this path-
ogen is favored by its ability to acquire antimicrobial resistance
and to spread and persist in both the environment and in humans.
The emergence of clinically important clones, such as sequence
types 11, 15, 101, and 258, has been reported worldwide. How-
ever, the mechanisms promoting the dissemination of such high-
risk clones are unknown. Unraveling the factors that play a role in
the pathobiology and epidemicity of K. pneumoniae is therefore
important for managing infections. To address this issue, we stud-
ied a carbapenem-resistant ST-15 K. pneumoniae isolate (Kp3380)
that displayed a remarkable adherent phenotype with abundant
pilus-like structures. Genome sequencing enabled us to identify a
chaperone-usher pili system (Kpi) in Kp3380. Analysis of a large K.
pneumoniae population from 32 European countries showed that
the Kpi system is associated with the ST-15 clone. Phylogenetic
analysis of the operon revealed that Kpi belongs to the little-
characterized !2-fimbrial clade. We demonstrate that Kpi contrib-
utes positively to the ability of K. pneumoniae to form biofilms
and adhere to different host tissues. Moreover, the in vivo intes-
tinal colonizing capacity of the Kpi-defective mutant was signifi-
cantly reduced, as was its ability to infect Galleria mellonella. The
findings provide information about the pathobiology and epide-
micity of Kpi+ K. pneumoniae and indicate that the presence of Kpi
may explain the success of the ST-15 clone. Disrupting bacterial
adherence to the intestinal surface could potentially target
gastrointestinal colonization.
Klebsiella pneumoniae | GI tract colonization | ST-15 high-risk clone |
pathogenesis | chaperone-usher pili system
The global spread of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae(CRE) is a major threat in healthcare settings as these bac-
teria cause infections associated with high mortality, primarily
due to delays in the administration of appropriate empirical
therapy and the limited treatment options available (1–3). In this
era of antibiotic resistance, Klebsiella pneumoniae is a particularly
dangerous multidrug-resistant (MDR) pathogen as it rapidly ac-
quires resistance to all known antibiotics, especially carbapenems
(last-line class of antibiotics), and it is thus becoming more and
more difficult to treat (4). Moreover, K. pneumoniae is the most
common carbapenem-resistant Enterobacteriaceae and one of the
most common pathogens causing nosocomial infections. Exami-
nation of genomic and epidemiological data from 1,649 K. pneu-
moniae isolates collected from 244 hospitals in 32 countries across
Europe, showed that harboring a carbapenemase is the main
cause of carbapenem resistance in diverse phylogenetic back-
grounds (5). However, the majority of carbapenemase-positive K.
pneumoniae isolates belong to only four clonal lineages: Sequence
types (STs) 11, 15, 101, 258/512, and their derivatives (5). Anti-
microbial resistance and pathogenic efficacy are likely to be key
factors in the success of these worldwide-disseminated high-risk K.
pneumoniae clones.
The high incidence of K. pneumoniae infections is promoted
by the ability of this pathogen to colonize the gastrointestinal
(GI) tract, which is linked to subsequent infection (6, 7). GI
colonization thus represents an important reservoir of strains
involved in nosocomial infections (8) and which can potentially
cause outbreaks. In this context, the successful fight against
carbapenem-resistant K. pneumoniae infections should not only
focus on antimicrobial resistance but also on the virulence
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factors that mediate the infectivity of the species. In addition to
the advances in the application of carbapenemase inhibitors to
treat these infections (9), monoclonal antibodies that act on K.
pneumoniae are also being developed and are showing promise
as new therapeutic approaches or strategies (10, 11). In this re-
spect, preclinical studies have demonstrated that the antibody
KP3, which binds the type 3 fimbrial subunit, MrkA, may con-
tribute to providing protection against MDR K. pneumoniae
(10–12). Targeting adherence-related virulence factors is a
promising strategy as these factors may determine the capacity of
a colonizing strain to cause infection. K. pneumoniae expresses
several fimbrial surface structures in order to adhere to abiotic
and biotic surfaces. Chaperone-usher pili (CUP) systems are the
most abundant adhesive structures in K. pneumoniae and consist
of one usher, at least one chaperone, and at least one fimbrial
subunit. As CUP operons may have different numbers of chap-
erones and fimbrial subunits (13), they are classified on the basis
of the usher protein into !-, "-, #-, $-, %-, and &-fimbrial clades.
Moreover, the #-fimbrial clade is divided into #1-, #2-, #3-, and #4-
fimbriae on the basis of specific operon features (14).
Up to nine different CUP systems have been identified in a
single strain, apparently conferring the capacity to attach to
different surfaces (15, 16). Almost all K. pneumoniae isolates
possess both classic types of CUP systems: Type 1 (fim) and type
3 (mrk) pili. Type 1 pili play a role in bacterial adherence to
human mucosal or epithelial surfaces; although type 3 pili also
attach to cell surfaces, they are considered important enhancers
of biofilm formation (17). Type 1 pili are key pathogenic factors
in K. pneumoniae urinary tract infections (UTIs); however, their
involvement in intestinal colonization or lung infection is un-
clear. It has recently been reported that deletion of the fim op-
eron in an uropathogenic Escherichia coli strain leads to
significant defects in colonization (18). However, intestinal col-
onization and lung infection caused by K. pneumoniae are not
affected by either type 1 or type 3 pili (19, 20). In this study, we
identified a CUP system in an epidemic carbapenem-resistant K.
pneumoniae strain. We demonstrate that this pilus system is in-
volved in biofilm formation and adherence, as well as in the
intestinal colonizing capacity of the pathogen. The system may
therefore be considered a key pathogenic factor promoting the
dissemination of K. pneumoniae. Analysis of a large and epide-
miologically diverse K. pneumoniae population revealed that all
ST-15 isolates share the same Kpi operon identified in the
outbreak-related Kp3380 strain. Thus, the presence of Kpi may
explain the success of the ST-15 clone.
Results
Clinical Impact of a Carbapenem-Resistant K. pneumoniae Strain. At
A Coruña University Hospital from 2013 to 2018, patients with
positive CRE clinical samples were routinely screened for in-
testinal colonization of CRE for infection control purposes and
according to local guidelines. During the 6-y-long study, 5,340 K.
pneumoniae nonduplicate isolates were detected in clinical and
colonization samples in the Microbiology Department. Approxi-
mately a 13% (682 of 5,340) of these isolates were positive for
OXA-48 carbapenemase, thereby dramatically increasing the
prevalence of carbapenem-resistant isolates. Genotyping showed
that most of the isolates belonged to an ST-15 clone, which was
initially isolated from 15 patients in 2013 and spread rapidly,
causing a large outbreak despite the implementation of strict
control measures. We tested intestinal colonization in 462 of 682
patients infected or colonized with the OXA-48–producing K.
pneumoniae strain. A 93.3% of them were positive for this epi-
demic clone. To understand the success of the ST-15 clone, we
conducted an in-depth characterization of the associated virulence
functions.
The Epidemic Clone Kp3380 Is Highly Adherent. The Kp3380 isolate
was used as a representative clone of the above-mentioned
outbreak. We used eukaryotic epithelial cells (HT-29 colorectal
cells, HT-1376 bladder cells, and A549 alveolar cells) to analyze
the adherence phenotype of the clinical strains Kp3380,
Kp09107, Kp924, Kp727, Kp1278, along with the reference
strains MGH78578 and ATCC10031, which represent different
host cells targeted by K. pneumoniae. The data collected
(Fig. 1A) revealed that Kp3380 and MGH78578 had a higher
capacity for adherence than the other strains tested (P <
0.0001). Similarly, strain Kp3380 demonstrated a hyperbiofilm-
producing phenotype, reaching an OD580/600 ratio of !4.5 (as
assessed by Crystal violet staining), which is significantly dif-
ferent (P < 0.0001) from that of most of the strains assayed
(i.e., OD580/600 ratio between 0.4 and 1.3) (Fig. 2A). We won-
dered whether the differences in adherence shown by these
strains could be explained by bacterial surface structures used
in cell adhesion processes. To address this question, we cul-
tured strains under the same conditions used to infect the hu-
man epithelial cells and examined the cells by transmission
electron microscopy (TEM). Microscopic observation of the
surface appendages produced by these strains revealed quan-
titative and qualitative differences between the strains analyzed
(Fig. 1B). We observed a relationship between the presence of
abundant pilus-like structures on the bacterial surface and a
highly adherent phenotype.
Characterization of a CUP System in Kp3380. Protein coding genes
involved in adherence were analyzed relative to the fully se-
quenced, annotated genome of clinical isolate Kp3380 (21).
Comparative genome analysis enabled us to identify a region of
!6,500 bp containing seven genes, which are thought to be in-
volved in adherence. In silico analysis of the genomic region
revealed that it may code for a polycistronic operon. RT-PCR
analysis of total RNA demonstrated that genes CWR42_04160
to CWR42_04190 are cotranscribed as a single operon. Inter-
genic fragments amplified from cDNA match those observed
when genomic DNA was used as a template (SI Appendix, Fig.
S1). The operon, named here kpiABCDEFG, consists of one
usher gene (kpiG), three molecular chaperone genes (kpiB, kpiE,
and kpiF), and three fimbrial genes (kpiA, kpiC, and kpiD)
(Fig. 3A). The function of each gene was predicted on the basis
of amino acid homologies with other fimbrial proteins. The
protein structure of each gene product was predicted using the
RaptorX server. Each protein belonging to the Kpi pilus system
was used as a query to search for related protein structures in-
cluded in the Protein Database. The results are summarized in SI
Appendix, Table S1. Protein structure modeling revealed that the
Kpi pilus system is structurally related to CUP system type 1 (SI
Appendix, Table S1). However, the phylogenetic analysis based
on the usher (KpiG) amino acid sequence comparisons (SI Ap-
pendix, Table S2) showed that Kpi is included in the phylogenetic
clade #2 (Fig. 3B).
A more detailed functional analysis of each protein of the Kpi
system was conducted using the InterPro and HHpred servers.
Three conserved usher domains were identified in KpiG:
PF00577 (amino acids 203 to 767), PFAM13954 (amino acids 37
to 182), and PFAM13953 (amino acids 776 to 842) (Fig. 3A).
HHpred analysis revealed that all fimbrial proteins contain the
conserved domains COG3539 and PFAM00419. However, the do-
main PFAM00419 was only found in KpiC and KpiD (amino acids
54 to 205 and 38 to 191, respectively) when using InterPro server
(Fig. 3A). All three chaperones (KpiB, KpiE, and KpiF) were found
to contain two conserved chaperone domains: PFAM00345 (amino
acids 24 to 154, 4 to 172, and 3 to 163, respectively) and
PFAM02753 (amino acids 176 to 235, 194 to 253, and 186 to 243,
respectively) (Fig. 3A). Comparative functional and sequencing
analysis of the proteins of the Kpi and the #2-fimbriae Fas (14)
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revealed that KpiD might be the major fimbrial subunit as it shares
the highest sequence identity (21.76% identity and 96% coverage)
with FasA. All three chaperones of the Kpi system (KpiB, KpiE, and
KpiF) only share sequence identity with FasB (22.41% identity and
98% coverage, 24.12% identity and 85% coverage, 21.63% identity,
and 91% coverage, respectively).
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Fig. 1. Adherence phenotype and TEM images of K. pneumoniae. (A and C) Quantification of the adherence of K. pneumoniae strains to HT-29 intestinal
colorectal cells, HT-1376 bladder cells, and A549 alveolar cells. Bacterial adherence is reported as the percentage of attached bacteria relative to the number
of bacteria used to infect the eukaryotic cells (assumed to be 100%). The data represent four independent biological replicates. ANOVA was applied to the
data to indicate significant differences between the groups, and a post hoc Tukey’s test was used to determine the difference between each group and the
respective control (Kp3380 in A and Kp3380!kpiD in C). Statistical significance is indicated (*P ! 0.05, **P ! 0.01, and ****P ! 0.0001). Values shown are
means, and error bars indicate SDs. (B and D) TEM images of K. pneumoniae strains. Micrographs were taken at 30,000! (B), 60,000! (D, Upper), and 250,000!
(D, Lower) magnification. Bars indicate the scale.












The Kpi Fimbriae System Is Closely Associated with the High-Risk
Clone K. pneumoniae ST-15. We analyzed the genomes of 1,649 K.
pneumoniae isolates collected from 32 European countries as part of
the European Survey of Carbapenemase-Producing Enter-
obacteriaceae (EuSCAPE), in order to evaluate the distribution of
the Kpi system in K. pneumoniae. The Kpi system was detected in
19.1% (315 of 1,649) of isolates belonging to 41 different STs. In
addition, 46% (145 of 315 isolates) of Kpi+ K. pneumoniae belonged
to ST-15 (Fig. 4), and all of the ST-15 isolates tested positive for the
Kpi system. A total of 132 (91.1%) ST-15 isolates shared exactly the
same operon with Kp3380 (100% coverage and 100% identity)
(Fig. 4). Seven (4.8%) ST-15 isolates had several amino acidic
changes, and in six (4.1%) of the ST-15 isolates the whole operon
could not be evaluated because of a gap in the genome sequence
(between two different contigs) (Fig. 4). The Kpi system was also
detected in 16.8% (53 of 315 isolates), 9.5% (30 of 315 isolates), and
4.7% (15 of 315 isolates) of K. pneumoniae isolates belonging to ST-
405, ST-14, and ST-25, respectively (Fig. 4). However, the kpiABC-
DEFG operon from ST-14, ST-25, and ST-405 isolates displayed
several amino acid changes relative to the Kp3380 strain (Fig. 4).
Examination of the distribution of ST-15 isolates showed that
this clone was involved in outbreaks occurring in Hungary,
Croatia, Romania, and Spain (Fig. 4). In addition, the presence
of Kpi was evaluated in all of the genomes of K. pneumoniae
deposited in GenBank (7,950 genomes), in order to confirm that
all ST-15 isolates are positive for the system. Of these genomes,
4.7% (377 of 7,950) of the isolates belonged to ST-15. In addi-
tion, 98.1% (370 of 377) of the isolates were Kpi+ and shared the
same operon with Kp3380 (100% coverage and 98 to 100%
identity). In 1.89% (7 of 377) of the ST-15 isolates, the whole
operon could not be evaluated, because of a gap in the genome
sequence (between two different contigs). Thus, although the
percentage of ST-15 K. pneumoniae isolates in all of the genomes
available in GenBank was lower, the results are consistent with
those obtained with the EuSCAPE collection.
The Presence of the Kpi Fimbriae System Is Associated with
Adherence. DNA-based multiple comparison of the operon
kpiABCDEFG in isolates Kp09107 (ST-101), Kp727 (ST-405),
Kp924 (ST-11), Kp1278 (ST-15), Kp3380 (ST-15), and MGH78578
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Fig. 2. Analysis of biofilm formation of K. pneumoniae isolates. (A and B) Quantification of biofilm formation by Crystal violet staining. Six independent
biological replicates were analyzed. ANOVA was applied to the data to indicate significant differences between the groups, and a post hoc Tukey’s test was
used to determine the difference between each group and the respective control (Kp3380 in A and Kp3380!kpiD in B and C). Statistical significance is in-
dicated (**P ! 0.01, ***P ! 0.001, and ****P < 0.0001). The values shown are means, and error bars indicate SDs. (C) CLSM images of K. pneumoniae Kp3380,
Kp3380!kpiD and Kp3380!kpiD_C isolates (Upper). Bacteria were stained using the BacLight LIVE/DEAD viability kit. Live cells fluoresce in green and dead
cells fluoresce in red. Original magnification 200!. Quantification of fluorescence (live/dead) for each strain is represented Lower Left. Biofilm biomass (live/
dead) is represented as a percentage Lower Right.
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(ST-38) revealed that only Kp3380 and MGH78578 have a
complete, apparently functional operon. Analysis of the nucle-
otide identity of Kpi in MGH78578 revealed several amino acid
changes in the operon relative to the Kp3380 strain. Although
strain Kp727 has a complete operon, it has multiple stop codons
in the kpiD gene. Strain Kp1278 only had the kpiG gene, which
codes for the usher protein. Neither of these genes was found in
strains Kp924 or Kp09107.
We also analyzed the most common adhesive appendages in
K. pneumoniae: That is, the type 1 and type 3 fimbriae (pili), in
all of the above-mentioned strains. We found that all strains have
intact type 1 (fim) and type 3 (mrk) loci.
We observed a correlation between the presence of the Kpi
system and a highly adherent phenotype. Interestingly, we ob-
served a nonadherent phenotype in the Kp727 strain, which
harbors a complete operon with multiple stop codons in the kpiD
gene. Therefore, deletion of the fimbrial protein KpiD seems to
be crucial for the functional inactivation of the Kpi system.
Effect of kpiD Gene Deletion on Attachment to Eukaryotic Cells.
Considering that the fimbrial protein KpiD plays an important
role in the production of functional fimbriae in the Kp727 K.
pneumoniae strain and it might be the major subunit of the Kpi
system, we deleted the kpiD gene to investigate the role of Kpi
fimbriae in bacterial functions. A kpiD-defective knockout strain
(Kp3380!kpiD) was constructed and the parental kpiD gene was
introduced into Kp3380!kpiD for complementation.
The interactions between Kp3380 (and derivative strains) and
eukaryotic cells were also examined. For this purpose, different host

































































































































kpiBkpiE kpiD kpiC kpiA
Fig. 3. Characterization of the CUP system Kpi in K. pneumoniae. (A) Genetic organization of the kpiABCDEFG operon. Arrows indicate the location and
direction of gene transcription, and colors indicate functions. Functional domains are pointed. (B) ML tree of the usher amino acid sequences described by
Nuccio and Baumler (14) (SI Appendix, Table S2) and the usher (KpiG) sequence identified in the Kp3380 genome (GenBank accession code PITM00000000.1).
Graphic representation was generated using iTOL v5.1.1.











cells (HT-29), bladder cells (HT-1376), and alveolar cells (A549)—
were infected with Kp3380, Kp3380!kpiD, and the complemented
strain (Kp3380!kpiD_C) to determine their adherent phenotype and
thus demonstrate the role of the kpiD gene in adherence. This ap-
proach revealed that significantly fewer Kp3380!kpiD bacteria were
recovered from infected cells than from cells infected with Kp3380
bacteria, regardless of the type of host cells tested. Absence of
the kpiD gene reduced the number of bacteria attached to HT-
29, HT-1376, and A549 eukaryotic cells by, respectively, !50%
(P " 0.01), 60% (P " 0.05), and 40% (P " 0.01) (Fig. 1C). The
Fig. 4. International spread of Kpi+ K. pneumoniae isolates. The phylogenetic tree includes 1,649 K. pneumoniae isolates collected during the EuSCAPE
survey. The colors of the isolates indicate absence/presence of the kpiABCDEFG operon and whether or not the operon has amino acidic changes or the
sequence is incomplete. Blue shadow indicates that isolates are genetically related.




parental phenotype was restored in the complemented strain
(Kp3380!kpiD_C) (Fig. 1C).
Considering that Kp3380 loses its highly adherent phenotype
when the kpiD gene is deleted, we wondered whether the pro-
duction of bacterial surface structures in this mutant strain would
be affected. TEM images were obtained from the bacterial sur-
face of the wild-type strain and its derivative strains, cultured
under the same culture conditions used to infect the eukaryotic
cells. Strain Kp3380 and the Kp3380!kpiD-complemented strain
produced abundant pilus-like structures around the cell surface
(Fig. 1D). In contrast, TEM revealed that there were no pilus-
like structures around the mutant cells (Fig. 1D).
Deletion of the kpiD Fimbriae Gene Reduces Biofilm Formation. Two
different approaches were used to test the effect of kpiD deletion
on biofilm formation. The Crystal violet assay revealed that in-
activation of the kpiD gene significantly reduced biofilm pro-
duction (P ! 0.0001) (Fig. 2B). Complementation of the
knockout strain with the parental allele (Kp3380!kpiD_C) re-
stored the wild-type phenotype (Fig. 2B). Biofilms produced by
the strains of interest were also evaluated by confocal laser-
scanning microscopy (CLSM) and digital imaging. Fig. 2C
shows biomass measurements as well as representative 3D ren-
derings of the biofilms. Quantification using reconstructions of
confocal sections revealed minimal differences between live and
dead bacteria in comparisons of biofilms formed by the wild-type
strain and the knockout strain. However, the Kp3380!kpiD
strain formed significantly less biofilm, which was also structur-
ally altered (Fig. 2C). Complementation of the mutant strain
(Kp3380!kpiD_C) restored the parental phenotype. The biofilm
formed by the complemented strain showed a structure similar to
that of Kp3380.
Kp3380!kpiD Is Attenuated In Vivo. A Galleria mellonella survival
assay (16 larvae per group) was used to assess the role of the
kpiD gene in the virulence of K. pneumoniae Kp3380. The sur-
vival study (Fig. 5A) showed that 84% of the larvae infected with
the parental strain died after 5 d of infection, while 50% of the
larvae infected with the kp3380!kpiD mutant survived. The
ability of the mutant strain to infect and kill G. mellonella was
therefore significantly affected (P = 0.0096), relative to that of
the wild-type strain. Larvae injected with sterile PBS were used
as negative controls.
The parental phenotype was not successfully restored in the
complemented strain, as it did not retain the complementation
plasmid in the in vivo model (59% of bacteria did not harbors the
plasmid at 15 h postinfection).
Role of Kpi Fimbriae System in Kp3380 Intestinal Colonization and
Lung Infection. Considering the role of the Kpi fimbriae system
in in vitro adherence to HT-29 colorectal cell and A549 alveolar
cells, we used in vivo mice models to investigate the role the
system plays in both intestinal colonization and lung infection.
The in vivo colonization ability of strain Kp3380 lacking the kpiD
gene was investigated. Mice pretreated with streptomycin (six
per group) (Fig. 5B) were individually inoculated (via oral route)
with either the parental strain Kp3380 (3.8 ! 106 CFU in 100 "L
PBS) or the mutant strain Kp3380!kpiD (4.1 ! 106 CFU in
100 "L PBS). The fecal bacterial burden 24 h after colonization
was 2.33 ! 107 CFU/mL for Kp3380 and 5.5 ! 106 CFU/mL for
Kp3380!kpiD. Colonized mice were killed on day 3 after in-
oculation to enable determination of the intestinal bacterial
burden. The levels of bacteria were significantly lower (P =
0.0022) in the cecum and colon of mice colonized with the mu-
tant strain than in the corresponding organs of mice colonized
with the wild-type strain (Fig. 5B). Mice orally inoculated with
PBS were used as negative controls, and no bacteria were re-













































Fig. 5. Role of the kpiD gene in K. pneumoniae virulence. (A) G. mellonella
larvae were injected with Kp3380 or Kp3380!kpiD bacteria and survival was
monitored for 5 d. Larvae injected with PBS were used as negative controls.
The log-rank (Mantel–Cox) test was used to compare the survival distribu-
tions of two groups: The larvae infected with Kp3380 and the larvae infected
with Kp3380!kpiD. The statistical significance is indicated (*P = 0.0096). (B)
Intestinal colonization of mice with the Kp3380 parental strain or the
Kp3380!kpiD mutant was achieved by oral gavage with "106 bacteria. The
bacterial burden in intestinal segments (cecum and colon) was determined
72 h postinoculation. The Mann–Whitney test was used to determine sig-
nificant differences between the two groups. The statistical significance is
indicated (**P = 0.0022). Values are means, and bars indicate the SD. (C)
Mice were intratracheally infected with "6 ! 108 of the Kp3380 parental
strain or the Kp3380!kpiD mutant. The number of bacteria in lung ho-
mogenates was determined 24 h postinfection. The Mann–Whitney test was
used to determine significant differences between the groups. Not statisti-
cally significance differences were observed (NS). Values are means, and bars
indicate the SDs.











phenotype was not successfully restored in the complemented
strain, as it did not retain the complementation plasmid in the
in vivo model (45% of bacteria did not harbors the plasmid
on day 3 after inoculation).
Similarly, mice were intratracheally infected with the Kp3380
and its kpiD-defective mutant to assess the in vivo virulence of
this strain in a lung infection model. At 24 h postinfection the
mice infected with Kp3380!kpiD had a similar lung burden as
the mice infected with the parental strain (Fig. 5C).
Discussion
The severity, prevalence, and morbidity of carbapenem-resistant
K. pneumoniae infections manifest the urgent need for new
strategies to manage and treat these serious infections. A large
number of MDR and extensively drug-resistant K. pneumoniae
strains belonging to specific clonal groups that have emerged and
have become globally disseminated show an enhanced capacity
to cause outbreaks worldwide. Clonal group 15, consisting of ST-
14 and ST-15, is one of the most significant outbreak-causing
clonal groups. Understanding the epidemic traits of these
highly disseminated successful clones is essential to enable
identification of specific targets for developing preventive mea-
sures and treatment (4). Antimicrobial resistance and virulence
are the main factors favoring the successful emergence of these
high-risk clones.
A number of virulence factors have been demonstrated to
promote K. pneumoniae infectivity (17). In this study, we used an
outbreak-related ST-15 K. pneumoniae isolate to identify po-
tential pathogenic targets in K. pneumoniae. Phenotypic analysis
revealed that this strain has a more adherent phenotype than
other strains belonging to different STs from outbreaks in other
hospitals in Spain. Electron microscopy data revealed a re-
lationship between the presence of abundant pili on the surface
of Kp3380 and its adherent phenotype.
Comparative genome analysis enabled us to identify a CUP
system (Kpi) in Kp3380, which was absent or functionally af-
fected in the other strains tested. Thus, we hypothesized that the
adherent phenotype observed in Kp3380 may be determined by
expression of this system. Proteins encoded by the kpiABCDEFG
operon were found to have a fim-like structure, with the excep-
tion of KpiA, which is not structurally related to any crystallized
protein. However, the Kpi system does not share the same gene
organization. Unlike the Fim system, Kpi belongs to the largely
unexplored "2 fimbrial clade. Like the Kpi system, operons be-
longing to "2-fimbriae have three chaperone genes (14) and
share similar gene organization. Comparative functional and
sequencing analysis of Kpi and the best-studied member of the
"2-fimbriae [i.e., Fas in E. coli (14)] revealed that these systems
share common characteristics. The fimbrial protein KpiD is
possibly the major subunit. KpiA share the functional annotation
characteristics with FasG; therefore, we hypothesized that this
protein could be the tip adhesin. However, KpiA is shorter than
FasG and is not structurally related to any crystallized protein,
which pointed out that additional analyses are required to elu-
cidate the function of this protein. Unlike the Fas system, all
three chaperones of the Kpi system contain the two chaperone
domains: PFAM00345 and PFAM02753. Although Kpi is phy-
logenetically related to the Fas system, it is phylogenetically
more closely related to the uncharacterized member plu0268
from Photorhabdus luminescens (14).
Several CUP systems, including the type 1 and type 3 fimbriae
(pili) (15–17), have been reported to be involved in adherence in
K. pneumoniae, and we therefore wondered whether the ability
of Kp3380 to form biofilms and to attach to eukaryotic cells was
due to the presence of the Kpi system.
Although the Kpi pilus system is structurally related to the
type 1 pilus system, it plays a role in the interaction of Kp3380
with both abiotic and biotic surfaces. Like their Fim (7) and Kpg
(15) counterparts, Kpi is needed for adherence to epithelial
surfaces. However, unlike Fim fimbriae, the Kpi system has been
demonstrated to be required for the attachment of Kp3380 to
different types of epithelial cells, such as HT-29 intestinal cells,
A549 alveolar cells, and HT-1376 bladder cells. Similarly, the
ability of the Kp3380 strain to form biofilms has been shown to
be impaired when the fimbrial protein KpiD was deleted. A
number of CUP systems have been reported to play a role in
biofilm formation, highlighting the role of type 3 (mrk) pili as a
strong biofilm promoter (22–26). Type 1 (fim) pili, along with
type 3 (mrk) pili, are involved in biofilm formation on urethral
tract catheters (23–27). Up to eight usher-type pili have been
identified in the LM21 K. pneumoniae strain, among which Kpa,
Kpg, and Mrk also play a role in biofilm formation (15). Simi-
larly, Kpc fimbriae have been shown to increase biofilm forma-
tion activity in the K. pneumoniae NTUH-K2044 strain (16).
In view of the fact that Kpi is involved in adherence to co-
lorectal cells, and that the first step in most infections caused by
K. pneumoniae is colonization of the patient’s GI tract, we used
an in vivo animal model to investigate the role of the fimbriae in
intestinal colonization. The Fas system is involved in adherence
to piglet intestinal cells in E. coli (14). Other adhesive structures
have been reported to confer binding to intestinal cells in K.
pneumoniae, suggesting that they play a role in GI tract coloni-
zation (28–30). However, the role of type 1 and type 3 fimbriae
in intestinal colonization remains controversial. It has been
reported that neither type of pilus affects the ability of K.
pneumoniae to colonize or infect the lungs (20, 27, 31). In con-
trast to previous reports, it has been claimed that murine in-
testinal colonization is impaired in both mrk-defective LM21 and
fim-defective LM21 strains (15). It has recently been reported
that down-regulation of type 1 fimbriae in K. pneumoniae
NTUH-K2044, together with the lack of type VI secretion sys-
tems, is important for bacterial intestinal colonization (32).
We have demonstrated here that the colonizing capacity of the
KpiD-defective Kp3380 strain was significantly reduced, in-
dicating that the fimbriae are required for GI tract colonization.
However, we did not observe attenuation of the virulence of the
Kp3380!kpiD mutant strain in an acute murine pneumonia in-
fection model. The observed differences in these two in vivo
models may be due to the different host environment. Bacteria
use distinct strategies when interacting with hosts, and the mo-
lecular mechanisms used by K. pneumoniae to colonize the GI
tract or to cause acute infections, such as pneumonia, may differ
widely. Adherence-related virulence factors (such as Kpi) in K.
pneumoniae may play a crucial role in colonization while other
virulence factors may have a more important role in acute in-
fection models. As colonization with K. pneumoniae is closely
associated with subsequent infection, our findings may be im-
portant for understanding the underlying mechanisms of disease
progression. Kpi+ K. pneumoniae may have an advantage that
enables them to persist in humans and in the hospital environ-
ment, thus favoring progression of the outbreak, despite in-
tensive intervention protocols. Indeed, we found that this CUP
system is closely associated with clonal group 15, which includes
widely disseminated high-risk clones of K. pneumoniae causing
outbreaks worldwide (4). Therefore, the Kpi system may at least
partly explain the superior capacity of these clones to spread and
cause outbreaks and may represent a specific target for con-
trolling the emergence of these successful high-risk clones.
Finally, as the ability of the mutant strain to infect and kill G.
mellonella was significantly affected, along with its role in ad-
herence and biofilm formation, we suggest that Kpi plays a role
in the virulence of K. pneumoniae Kp3380.
It is worth pointing out that, contrary to what we found in the
in vitro assays, plasmid-based complementation of the Kpi system
did not restore wild-type function in the in vivo models, despite
roughly half of the bacteria harboring the complementation plasmid.




A possible explanation for this might be that the plasmid-
carrying bacteria are outcompeted by plasmid-free bacteria,
due to the fitness cost associated with plasmid expression (33,
34), particularly under the growth-limiting conditions found in
the host environment. This fact, along with the observed loss of
complementation plasmid, might be decisive in the plasmid-
bearing bacteria being unable to develop the infection prop-
erly, leading to the complementation failure.
In summary, we identified a CUP system associated with the
worldwide-disseminated high-risk clone K. pneumoniae ST-15.
Our findings provide evidence that this system positively con-
tributes to K. pneumoniae adherence, biofilm formation, and
virulence in specific models. The information acquired regarding
the pathobiology and epidemiology of Kpi+ K. pneumoniae in-
dicates that the Kpi system could be targeted in order to in-
terrupt host pathogen-interactions that promote dissemination
of the K. pneumoniae ST-15 clone.
Materials and Methods
Screening of Carbapenemase-Producing K. pneumoniae. Infection prevention
and control interventions in our hospital include screening of CRE colonized
patients when a positive clinical sample for CRE is detected (35). First, in-
testinal colonization (rectal swabs) is analyzed for patients infected with CRE
(clinical sample positive for CRE). Then, screening of patients admitted to the
same room, as well as those patients admitted to the same department, are
also included in the screening, according to the infection control protocols
of our hospital. Patients from whom CRE have been isolated from a clinical
sample are placed in strict contact isolation until two consecutive rectal
swabs are negative for CRE. These patients are then discharged from contact
isolation measures. None of the authors has had any contact with patients.
The samples were handled under strict confidentiality criteria without any
possibility of relating a bacterial isolate to any patient.
Multilocus Sequence Typing Analysis. Multilocus sequence typing (MLST) was
performed using seven housekeeping genes (gapA, infB, mdh, pgi, phoE,
rpob, and tonB) as previously described (36). Sequences of amplified genes
were used to obtain the MLST profile using the K. pneumoniae MLST
database (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html).
Bacterial Strains, Plasmids, and Culture Conditions. The bacterial strains and
plasmids used in this study are listed in SI Appendix, Table S3. Strain Kp3380
was selected from a collection of 682 K. pneumoniae outbreak-related iso-
lates obtained between February 2013 and October 2018. Isolates were se-
lected on the basis of reduced susceptibility to ertapenem. All isolates were
positive for OXA-48 carbapenemase, as determined by the Xpert Carba-R
test run on a Genexpert platform (Cepheid). Strains were grown in Luria
Bertani (LB) broth (10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, and 10 g/L NaCl) or on
LB agar (LB broth supplemented with 20 g/L of agar). Hygromycin and
apramycin were used to select transformant strains at concentrations of
200 !g/mL and 150 !g/mL, respectively. Gentamicin and kanamycin were
used at a concentration of 50 !g/mL. The strains were routinely grown at
37 °C with shaking and stored at !80 °C in LB broth with 10% glycerol.
RNA Extraction and RT-PCR. To demonstrate the polycistronic nature of the
operon, the cDNA was obtained from RNA samples with the iScrip cDNA
Synthesis Kit (Bio-Rad) according to the manufacturer’s recommendations.
RNA was obtained using the High Pure RNA Isolation Kit (Roche). RNA
samples were treated with DNase I and purified with RNeasy MiniElute
Cleanup Kit (Quiagen). The cDNA was amplified with GoTaq.
For DNA polymerase (Promega), pairs of primers were designed to be
complementary to the 3! end of every gene and the 5! end of the next one.
Genomic DNA was used as a template for the positive control and total RNA
was used as a template for the negative control of the amplification. The
primers and probes used are listed in SI Appendix, Table S4.
Bioinformatics Analysis. Rapid Annotation with Subsystem Technology (RAST)
(https://rast.nmpdr.org/) was used for comparative analysis of K. pneumo-
niae genomes. Functional annotation of proteins of the CUP system
KpiABCDEFG was assessed using InterPro and HHpred (37, 38). Protein
structure modeling of the CUP system KpiABCDEFG in K. pneumoniae was
predicted using RaptorX (RaptorX: Protein Structure and Function Prediction
Powered by Deep Learning, raptorx.uchicago.edu/).
Phylogenetic Analyses. Phylogenetic analysis based on the usher amino acid
sequence was used to classify the kpiABCDEFG fimbrial operon. A set of
reference proteins (SI Appendix, Table S2) was used to establish the "1, "2,
and "3 groups (14).
A hidden Markov model (HMM) was built using the seed alignment of the
PF00577 family from Pfam (usher family), with hmmbuild in the HMMER v3.0
package (39). The usher sequence set (KpiG) and the proteins listed in SI
Appendix, Table S2 were aligned against the HMM by using hmmalign in the
HMMER v3.0 package, with the outformat phylip option (39). The resulting
alignment was used in the phylogenetic analysis. Maximum-likelihood (ML)
phylogeny was constructed using RAxML v8.0 (40) and the LG model of
amino acid substitution rates with empirical amino acid frequencies and the
"-model of rate heterogeneity (–m PROTGAMMALGF option). A rapid
Bootstrap analysis and search for the best scoring ML tree was performed (–f
a option) with 1,000 repetitions (the random number seed for the parsimony
inferences was –p 12345 and for rapid bootstrapping, –x 12345). The best
tree graphic representation was generated using iTOL v5.1.1 (41).
BLASTn (42) was used to evaluate the presence/absence of the CUP system
in K. pneumonia strains. The sequence of the CUP system was used as a
query against all of the K. pneumoniae sequences available in the National
Center for Biotechnology Information database (in October 2019) and
against 1,649 K. pneumoniae strains isolated in 32 European countries. The
presence and absence of the kpiABCDEFG sequence were identified using
megablast and filtered considering a coverage of between 34% and 100%
and an identity of between 99.51% and 100%.
A core-genome MLST (cg-MLST) was performed to describe the distribu-
tion of the CUP system in a large population of K. pneumoniae. The cg-MLST
relies on species-specific schemes with a fixed number of chromosomal tar-
get genes. Thus, 2,538 targets provided by SeqSphere+3.5.0 (Ridom) were
used to compare K. pneumoniae isolates from this study with K. pneumo-
niae strains described in the EuSCAPE project (5), and data on the presence/
absence of the CUP system were included to examine its distribution.
Construction of the Knockout Strain. The kpiD gene was deleted from Kp3380
by a previously described method (43). Briefly, the pIJ773 plasmid was used
as a template to amplify the apramycin resistance cassette flanked by FRT
sites with primers that included 5! extensions with homology for the kpiD
gene (SI Appendix, Table S4). For chromosomal gene replacement, the PCR
product was electroporated into Kp3380 previously transformed with the
plasmid pACBSR-Hyg, which expresses the #-Red system and a hygromycin
selection marker. Bacteria were incubated overnight on LB Agar supple-
mented with apramycin, and correct insertion of the apramycin cassette was
confirmed by PCR. The Kp3380 derivative strain was grown on LB agar with
apramycin (150 !g/mL), at 37 °C for 3 d, and then incubated on LB agar with
apramycin (150 !g/mL) and LB agar with hygromycin (200 !g/mL), overnight
at 37 °C, to test for loss of the helper plasmid. For removal of resistance
markers, cells were transformed with pFLP-Hyg and grown overnight at
30 °C. The mutants were then incubated at 43 °C in order to remove the
apramycin resistance cassette. Apramycin-susceptible mutants were selected
to confirm the kpiD gene deletion by PCR and sequencing. The level of ex-
pression of each gene in the kpiABCDEFG operon was determined. Results
confirmed that only the kpiD gene expression was null in the Kp3380$kpiD
strain. The primers used in this procedure are listed in SI Appendix, Table S4.
Complementation of the Mutant Derivative Kp3380!kpiD Strain. The fimbrial
gene kpiD was PCR-amplified with specific oligonucleotides (SI Appendix,
Table S4) from the Kp3380 strain. The amplified DNA was purified, digested
with SmaI and SacI (Thermo Fisher Scientific), and then ligated (T4 DNA li-
gase, Thermo Fisher Scientific) into a similarly digested expression pUCP24
vector under control of the tetracycline gene promoter. The tetracycline
gene promoter was first amplified from the pWH1266 plasmid, digested
with BamHI and SmaI endonucleases (Thermo Fisher Scientific) and then
cloned into the pUCP24 vector. The construct was checked by PCR analysis
with specific primers (SI Appendix, Table S4). The derivative pUCP24/kpiD
plasmid was incorporated into the Kp3380$kpiD mutant strain by electro-
poration for complementation studies. Transformant strains were selected
on agar plates with gentamicin (50 !g/mL).
Bacterial Adhesion to Human Epithelial Cells. Adhesion abilities of the K.
pneumoniae strains were determined following the previously described
procedure (44, 45), with some modifications. Three cell lines were used in
this experiment, including A549 human alveolar epithelial cells, HT-29 hu-
man colorectal epithelial cells, and HT-1376 human urinary bladder epithe-
lial cells. The A549 cells were grown in the presence of 5% CO2 at 37 °C, on
DMEM (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% heat-inactivated FBS











(Sigma-Aldrich) and 1% penicillin-streptomycin (P/S, Gibco). McCoy’s 5A
Medium 1! (Gibco) supplemented with 10% FBS, 1% P/S, and 1% Glutamax
(Gibco) and Minimum Essential Medium (MEM, Sigma-Aldrich) supple-
mented with 10% FBS, 1% P/S, 1% Glutamax, and 1% MEM nonessential
amino acid Solution (Sigma-Aldrich) were used to grow HT-29 and HT-1376,
respectively. Cells were washed, trypsinized, and transferred to 24-well
plates (Corning Costar TC-Treated Multiple Well Plates) to produce a
monolayer of !105 cells per well. After incubation for 24 h at 37 °C, con-
fluent monolayers were washed twice with saline solution and once with
modified HBSS (mHBSS, HBSS without glucose). For preparation of inoculum,
100 mL of fresh LB Broth in a 250-mL glass Erlenmeyer flask was inoculated
with 1 mL of the overnight culture and then grown at 37 °C with shaking at
180 rpm until the culture reaches OD600 of 0.1. Bacteria cells were pelleted
by centrifugation (4,000 ! g, 15 min), washed twice with PBS, and resus-
pended in mHBSS (1:10 dilution). The cells were then infected with 105
bacteria per well and incubated for 3 h in mHBSS at 37 °C. The infected
monolayers were washed three times with saline solution and lysed in 500 !L
of 0.5% sodium deoxycholate (Sigma-Aldrich). Dilutions of the lysates were
plated onto LB agar and incubated at 37 °C for 24 h. In order to determine
the percentage of bacteria that attached to A549, HT-29 or HT-1376 cells,
colony-forming units (CFU) were counted 24 h later. The percentage of at-
tached bacteria was compared with the total number of infecting bacteria.
Four independent biological replicates were analyzed. ANOVA was used to
indicate significant differences between the groups, and a post hoc Tukey’s
test was used to determine the difference between each group and the
respective control. Kp3380 was used as control group when analyzing data
from panel A. Kp3380"kpiD was used as a control group when analyzing
data from panel C.
Quantitative Biofilm Assay. Biofilm formation was quantified following a
previously described procedure (46), with some modifications. K. pneumo-
niae strains were grown on LB broth overnight at 37 °C with shaking.
Overnight cultures were diluted 1:100 and inoculated in 48-well flat bottom
polystyrene microtiter plates (Corning Costar TC-Treated Multiple Well
Plates). Samples were incubated at 37 °C for 24 h under static conditions,
and biofilm formation was visualized by staining with 0.1% Crystal violet.
Bacterial growth was measured at OD600 to estimate total cell biomass.
Biofilm formation was quantified (OD580) after being solubilized with 30%
acetic acid. The amount of biofilm formed was determined from the OD580/
OD600 ratio, to compensate for variations due to differences in bacterial
growth. Six independent biological replicates were analyzed. ANOVA was
used to indicate significant differences between the groups, and a post hoc
Tukey’s test was used to determine the difference between each group and
the respective control. Kp3380 was used as the control group when ana-
lyzing data from panel A. Kp3380"kpiD was used as the control group when
analyzing data from panel B.
TEM. Bacterial cells were grown under the same conditions used to infect
epithelial cells. Freshly prepared carbon-coated, nitrocellulose substrate TEM
grids were placed substrate side down, directly on top of the drop con-
taining the bacterial suspension and allowed to sit covered for 5 min. Grids
were removed and negatively stained with 5 mL of 1.5% (wt/vol) ammonium
molybdate for 5 min. The grids were then blotted with filter paper and
allowed to dry. Images were captured at 120 kv with a JEOL JEM-2010. Im-
ages of three grids (100 mesh) were obtained for each strain. Representative
images of bacterial cells were taken after evaluation of the whole grid.
Experiments were performed in duplicate for each strain.
CLSM. Biofilm architecture related to the selected strains was studied in four-
well microslides (Ibidi) as previously described (47). Briefly, the slides were
placed in an inclined position (!45°) in an incubator to form a liquid-air
interface and after incubation for 24 h at 37 °C, unfixed planktonic cells
were removed by rinsing with saline (0.85% NaCl). The bacterial viability
within biofilms was determined using the BacLight LIVE/DEAD bacterial vi-
ability kit (Molecular Probes). A series of optical sections was obtained with a
Nikon A1R confocal microscope; the excitation wavelengths were 488 nm
(green) and 561 nm (red), and 500- to 550-nm and 570- to 620-nm emission
filters, respectively, were used. Images were captured at random at the
liquid-air interface with a 20! Plan Apo (numerical aperture [NA], 0.75)
objective. Reconstructions of confocal sections and quantitative measure-
ments were performed using NIS-Elements software, v3.2. Four independent
biological replicates were analyzed. ANOVA was used to indicate significant
differences between the groups, and a post hoc Tukey’s test was used to
determine the difference between each group and the respective control
(Kp3380"kpiD).
G. mellonella Virulence Assay. The virulence of Kp3380 strain and its derivative
strains (Kp3380"kpiD and Kp3380"kpiD_C) was evaluated using a G. mel-
lonella survival assay conducted according to the previously described pro-
tocol (33). Briefly, G. mellonella larvae were injected with 10 !L of a
suspension containing !2 ! 102 CFU/larva in groups of 16 larvae. For prep-
aration of inoculum, 100 mL of fresh LB Broth in a 250-mL glass Erlenmeyer
flask was inoculated with 1 mL of the overnight culture and then grown at
37 °C with shaking at 180 rpm until the culture reaches OD600 of 0.7. Bacteria
cells were pelleted by centrifugation (4,000 ! g, 15 min), washed twice, and
resuspended in PBS (1:1,000 dilution). One group was infected with the wild-
type strain Kp3380 and the two other groups were infected with the
Kp3380"kpiD and Kp3380"kpiD_C strains. Larvae injected with an equiva-
lent volume of sterile PBS were used as controls. The infected and control
larvae were incubated at 37 °C in darkness, and death was monitored at 8-h
intervals during 5 d. The resulting survival curves were plotted using the
Kaplan–Meier method. The presence of the complementation plasmid in the
complemented strain Kp3380"kpiD_C was tested at 15 h postinfection by
PCR. The log-rank (Mantel–Cox) test was used to compare the survival dis-
tributions of two groups: The larvae infected with Kp3380 and the larvae
infected with Kp3380"kpiD.
In Vivo Murine Models. The role of the Kpi pilus system in intestinal coloni-
zation and lung infection was assessed using two experimental mousemodels.
The intestinal colonization capacity of the K. pneumoniae strains was
assessed using a previously described murine colonization model (18), with
some modifications. Six-week-old female BALB/c mice were randomly dis-
tributed in cages with one mouse per cage. The mice were previously treated
with a single dose of streptomycin (1 g/kg in 100 !L water by oral gavage), to
clear the GI tract of colonizing bacteria, and then they were individually
colonized with Kp3380, Kp3380"kpiD, or Kp3380"kpiD_C (!4 ! 106 CFU in
100 !L PBS). For preparation of inoculum 100 mL of fresh LB Broth in a
250-mL glass Erlenmeyer flask was inoculated with 1 mL of the overnight
culture and then grown at 37 °C with shaking at 180 rpm until the culture
reached OD600 of 0.7. Bacteria cells were pelleted by centrifugation (4,000 !
g, 15 min), washed twice, and resuspended in PBS. After 24 h, 0.3 g of fecal
sample was collected and the bacterial burden was determined in order to
confirm intestinal colonization with the strains of interest. Three days after
inoculation, the mice were killed and intestinal segments (cecum and colon)
were processed under aseptic conditions. Intestinal segments were weighed
before homogenization and plated on LB supplemented with kanamycin at
50 mg/mL to determine the bacterial burden. The presence of the comple-
mentation plasmid in the complemented strain Kp3380"kpiD_C was tested
on day 3 after inoculation by PCR.
The pneumonia model procedure was previously described (33). Briefly,
mice anesthetized with an oral suspension of sevoflurane (Zoetis, #NADA
141–103) were intratracheally inoculated via the oral cavity with an endo-
scope. A 40-!L bacterial suspension (2 ! 107 CFU per mouse) prepared (as
described above) in sterile saline solution and 10% porcine mucin (wt/vol;
Sigma) mixed at a 1:1 ratio was used to establish pneumonia. Mice that died
in the first 4 h postinfection were not analyzed further. The mice were killed
20 h after infection and processed under aseptic conditions. The lung tissue
was plated on LB agar to determine the bacterial burden. The Mann–
Whitney test was applied to the data to determine any significant between-
group differences.
All mice were maintained in the specific pathogen-free facility at the Tech-
nology Training Centre of the A Coruña University Hospital Complex (Spain).
Ethics. Animal experiments were carried out with the approval of and in
accordance with regulatory guidelines and standards established by the
Animal Ethics Committee of the A Coruña University Hospital Complex
(project code P82). This committee follows the recommendations of the
National Committee for the Replacement, Refinement, and Reduction of
Animal Research.
Data Availability. The authors confirm that the data supporting the findings
of this study are available within the article and/or its supplementary ma-
terials. TEM and CLSM images are openly available in Zenodo at https://
zenodo.org/record/3806241#.Xuy4v2hKhk4.
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Fig. S1. Genetic organization of the kpiABCDEFG operon. Arrows indicate the location and 
direction of gene transcription. The numbers above the arrows represent the genes located within 
this operon. The connected open rectangles below the arrows indicate the regions amplified in 
PCR and RT-PCR assays using genomic DNA and DNA-free total RNA, respectively. Agarose 
gel electrophoresis revealed the results of genomic DNA amplification (left) and cDNA 
amplification by RT-PCR (right). The intergenic regions between genes within the operon are 
shown in lanes 2, 3, 4 5, 6 and 7. Intergenic regions between the upstream gene and kpiA gene 
and between the downstream gene and kpiG are shown in lines 1 and 8, respectively 
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Table S1. Protein structure modeling of the CUP system kpiABCDEFG in K. pneumoniae using 
RaptorX. 
Operon 





code Description Model 
KpiA 
(Fimbriae)### 





1 150/243 24 5ghu Fimbrial chaperone 




2 160/243 24 4djm Fimbrial chaperone 
DraB from E. coli 





1 128/163 16 5lp9 Type 1 pilus subunit 
FimA from Shigella 
flexneri 
  
2 119/163 20 6erj Type 1 pilus subunit 
FimA from 
Salmonella paratyphi 
3 104/163 14 2jty Type 1 pilus main 
subunit from E. coli 
KpiD 
(Fimbriae) 
1 115/179 15 5lp9 Type 1 pilus subunit 
FimA from Shigella 
flexneri 
 
2 104/179 15 6erj Type 1 pilus subunit 
FimA from 
Salmonella paratyphi 
3 110/179 14 5afo Type 1 fimbriae 




1 157/264 26 3rfz Chaperone protein 
FimC from E. coli 
 
2 145/264 25 4djm Fimbrial chaperone 
DraB from E. coli 





1 155/242 25 5ghu Fimbrial chaperone 
YadV from E. coli 
 
2 144/242 27 4djm Fimbrial chaperone 
DraB from E. coli 
3 144/242 27 2co6 Type 1 chaperone 
from Salmonella 
enterica 
KpiG (Usher) 1 668/864 34 3rfz Type 1, Outer 
membrane usher 










# Score (alignment length vs sequence length); ## number of identical residues multiplied by 100; ###KpiA was not 













(NCBI Entrez) Organism 
γ1 AtfC CAB01714.1 Proteus mirabilis HI4320 
γ1 AufC AAN82650.1 Escherichia coli CFT073 
γ1 BcfC AAL18987.1 Salmonella enterica Serotype Typhimurium LT2 
γ1 ECs0594 BAB34017.1 Escherichia coli 0157:H7 str. Sakai 
γ1 FimD CAD56973.1 Citrobacter freundii 3009 
γ1 FimD AAC77273.1 Escherichia coli K12 
γ1 FimD AAL19500.1 Salmonella enterica Serotype Typhimurium LT2 
γ1 FmlC ABE07195.1 Escherichia coli UTI89 
γ1 FocD AAN79699.1 Escherichia coli CFT073 
γ1 SfaF CAC16953.2 Escherichia coli 536 
γ1 SfmD AAC73634.1 Escherichia coli K12 
γ1 YcbS AAC74026.1 Escherichia coli K12 
γ1 YdeT AAC74578.1 Escherichia coli K12 
γ1# ECs4022 BAB37445.1 Escherichia coli 0157:H7 str. Sakai 
γ1# ECs4667 BAB38090.1 Escherichia coli 0157:H7 str. Sakai 
γ1# LpfC AAY18078.1 Escherichia coli 789 
γ1# LpfC AAL18163.1 Escherichia coli EH41 
γ1# LpfC AAL22498.1 Salmonella enterica Serotype Typhimurium LT2 
γ1# PhfD CAE13290.1 Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 
γ1# plu2157 CAE14450.1 Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 
γ1# StgC AAS99231.1 Escherichia coli Χ7122 
γ1# SthB AAL23408.1 Salmonella enterica Serotype Typhimurium LT2 
γ1# StiC AAL19139.1 Salmonella enterica Serotype Typhimurium LT2 
γ1# YraJ AAC76178.1 Escherichia coli K12 
γ2 CswD (CS12) AAK09050.1 Escherichia coli 350C1 
γ2 ECP_3814 ABG71785.1 Escherichia coli 536 
γ2 FasD (987P) AAB02687.1 Escherichia coli 987 
γ2 FotD (CS18) AAO73849.1 Escherichia coli ARG-2 
γ2 plu0268 CAE12563.1 Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 
γ2 plu0784 CAE13079.1 Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 
γ2 plu0791 CAE13086.1 Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 
γ3 AfaC-3 CAA54117.1 Escherichia coli A30 
γ3 AfaC-7 AAD44025.2 Escherichia coli 262 KH 89 
γ3 AfaC-8 AAD44022.2 Escherichia coli 239 KH 89 
γ3 Agg3C AAM88296.1 Escherichia coli 55989 
γ3 AggC AAA57452.1 Escherichia coli 17-2 
γ3 Caf1A CAB55265.1 Yersinia pestis CO92 
γ3 CS3-2 P15484 Escherichia coli PB176 
γ3 CssD (CS6) AAB51364.1 Escherichia coli E8775 
γ3 DraC AAK16477.1 Escherichia coli IH11128 







γ3 MyfC CAA79953.1 Yersinia enterocolitica 
γ3 PsaC CAL19958.1 Yersinia pestis CO92 
γ3 PSPPH_A0064 AAZ38018.1 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A 
γ3 SafC AAL19258.1 Salmonella enterica Serotype Typhimurium LT2 
γ3 SefC AAV80035.1 
Salmonella enterica Serotype  Paratyphi A ATCC 
9150 
γ1#,  γ1-Fimbriae related 









Table S3. Bacterial strains and plasmids used in the present study.  
Strains and 
plasmids 
































Kp3380 Clinical isolate with a highly adherent 
phenotype. 
This study 






Kp3380∆KpiD strain harboring pUC_kpiD This study 













pACBSR-hyg Plasmid (hygromycin) containing an 













pFLP-hyg Plasmid (hygromycin) containing a heat-
shock inducible FLP recombinase and a 
p15A replicon  
(1) 
pWH1266 Cloning vector (tetracycline)  ATCC 
pUCP24 Cloning vector (gentamicin) (2) 















Table S4. Oligonucleotides used in the present work. 
 



















ConfKO_ kpiD _fow ggaattgaaagtgtgacccc Testing of kpiD 
gene deletion 























Cloning of kpiD 










Cloning of the 
































Kp_C5G826_Fow cagggcccggtatccagt Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G825_Rev catgctgacaccagaaaggc Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G825_Fow ccactgacgctacgccgg Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G824_Rev ctctggcatcatcactgctc Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G824_Fow ttacattacgctcgccgatcttaaggtggc Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G823_Rev atgataccaacacgcaggcgagcgcca Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G823_Fow caaagatgtcggtgtcggg Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G822_Rev tgcctgacaacataaagccg Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G822_Fow taatatggataagctaattgtcggtactg Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G821_Rev aatataacgcgtgtctgactgagct Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G821_Fow ggtaagagcatggatgtgaaaggga Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G820_Rev attaccagtcgacccatatgatggc Reverse 
transcription. 
 








Kp_C5G819_Rev gaaatcccggatcaaaataatcacc Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G819_Fow gtcagtgccgtgtcagttttgacat Reverse 
transcription. 
 
Kp_C5G818_Rev ctgcagttttctgagaaacgcttcc Reverse 
transcription. 





Kp04160 Rev 53 atcacccacgatgctgcta qRT-PCR  
 
Kp820 Fow 141 gctcagtcagacacgcgtta qRT-PCR  
 
Kp820 Rev 141 acctggccgctgttattct qRT-PCR  
 
Kp04175 Fow 92 atttttcagccacgctggt qRT-PCR  
 
Kp04175 Rev 92 gtaatactgggccgatccac qRT-PCR  
 
Kp822-823 Fow 152 ctaccgtggcgatgttacct qRT-PCR  
 
Kp822-823 Rev 152 gacatctttggcgttgtcg qRT-PCR  
 
Kp824 Fow 122 gtcggcgtaacaagttcagtc qRT-PCR  
 
Kp824 Rev 122 ccttcgatatcccgtgagac qRT-PCR  
 
Kp825 Fow 102 ccgttggctttatgattaagga qRT-PCR  
 
Kp825 Rev 102 tcacatccaaagccacattc qRT-PCR  
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CAPÍTULO III. Rasgos genómicos que promueven la 
diseminación y la persistencia del clon de alto riesgo 




La rápida diseminación de los clones de alto riesgo de K. pneumoniae 
portadores de genes de resistencia es una grave amenaza para la salud pública mundial. 
Entre 2013 y 2018 se produjo un brote en el Hospital Universitario de A Coruña donde 
un total de 682 pacientes fueron colonizados o infectados por K. pneumoniae 
productora de OXA-48. El mayor número de pacientes infectados o colonizados se 
observó en 2016, coincidiendo con un aumento significativo en la resistencia a los 
antibióticos carbapenémicos entre los aislamientos de K. pneumoniae detectados 
durante ese año. Además, un 93.3% de los pacientes presentaban colonización 
intestinal por K. pneumoniae portadora de OXA-48. 
El análisis epidemiológico de las cepas de relacionadas con el brote reveló que 
el 87,5% de los aislamientos pertenecían al clon de alto riesgo K. pneumoniae ST15. 
Junto con el ST15 se detectó de forma minoritaria aislamientos relacionados con el 
brote pertenecientes al ST147, ST11, ST405 y ST-551.  Para poder conocer los rasgos 
genómicos que permitían al clon ST15 desplazar a los demás clones minoritarios se 
seleccionó un aislamiento de cada uno de ellos  y se obtuvo la secuencia de su genoma 
completo con el objetivo de realizar un análisis genómico comparativo.  Este análisis 
reveló que el clon ST15 portaba dos sistemas de virulencia relacionados con la 
adherencia, el sistema Kpi y el sistema FhaB/FhaC,  que estaban ausentes o inactivos 
en el resto de STs. Se observó que el sistema FhaB/FhaC, al igual que el sistema Kpi, 
estaba implicado en la capacidad de K. pneumoniae de formar biofilm y de adherirse a 
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células inestinales humanas. Al mismo tiempo, tanto el sistema Kpi como el sistema 
KpFhaB-FhaC están estrechamente relacionados con el ST15 y le confieren una mayor 
eficacia biológica. Por último, evaluamos el uso de los genes fhaC y kpiD para detectar 
de forma específica el clon de alto riesgo K. pneumoniae ST15 y diseñar así una técnica 
rápida de detección molecular mediante PCR múltiple. Los datos obtenidos revelan 
que una sensibilidad del 100% y una especificidad del 97,76%.  
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Abstract—word count  
The rapid dissemination of high-risk K. pneumoniae clones and resistance genes is a 
serious threat to global public health. A total of 682 patients were found to be colonized 
or infected with OXA-48-producing K. pneumoniae isolates in a hospital in Spain 
between 2013 and 2018; carbapenem resistance increased from 5% to 21%. To 
characterize the outbreak-related strains, we performed molecular epidemiological and 
antimicrobial susceptibility analysis. Genotyping showed that 87.5% of the isolates 
corresponded to sequence type 15. Comparative genomic analysis of the major clone 
and the other STs identified enabled us to determine the genomic traits only present in 
K. pneumoniae ST15. We found that two adherence-related systems, i.e. the Kpi pili 
system and FhaB/FhaC two-partner secretion system, which are involved in adherence 
to abiotic and biotic surfaces, were closely associated with this epidemic clone. In vitro 
competition experiments indicated that both systems play a role in fitness in this K. 
pneumoniae clone.   Finally, we evaluated the use of the two ST15-related genes fhaC 
and kpiD to specifically detect the high-risk clone K. pneumoniae ST15 and thus 
design a rapid molecular detection method using multiplex PCR. 
Text—word count (word counts are strictly enforced) 
Introduction 
The rapid emergence of multidrug-resistant pathogens represents one of the major 
medical challenges at present, as almost one million people die every year from 
bacterial infections that cannot be treated with antibiotics. Until recently, carbapenems 
were considered last line antibiotics for treating infections caused by multidrug-
resistant (MDR) Klebsiella pneumoniae. However, the emergence and rapid spread of 
carbapenem-resistant clones constitute a major public health problem. (1–3). 
Resistance to carbapenems in this pathogen is mainly driven by expression of 
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carbapenemases, which are often located on plasmids and can be horizontally 
transferred within and between bacterial species (4). K. pneumoniae is a major source 
of antibiotic resistance worldwide because of its ability to acquire antimicrobial 
resistance genes and to persist in humans and the environment (4,5). Although 
resistance determinants are found in a broad range of K. pneumoniae sequence types 
(STs), the global spread of specific high-risk MDR clones with a strong ability to cause 
multicontinental outbreaks contributes to the movement of resistance genes between 
clones increasing the antimicrobial resistance crisis (6). Some K. pneumoniae STs are 
therefore more likely to cause outbreaks than others. These clones harbour a variety of 
bla genes, including carbapenemases and/or ESBLs (4). The vast majority of 
carbapenemase-producing K. pneumoniae clones are included in specific clonal 
lineages such as ST-11, 15, 101 and 258/512 (4,7,8). The K. pneumoniae ST 258 clone 
harbours a main carbapenemase (i.e. blaKPC); however, ST15 usually carries the CTX-
M-15 β-lactamase but also encodes all types of carbapenemases such as blaKPC, blaOXA-
48, blaNDM , blaVIM and blaIMP. The genomic traits of some K. pneumoniae, providing 
them with the ability to outcompete other bacteria and cause epidemics, remain 
unclear. It has been suggested that successful epidemic clones may be better adapted 
to the human host and tolerated as colonizing pathogens (9), subsequently leading to 
infections. In this context, adherence-related virulence factors may be crucial for 
epidemic success due to their important role in the colonizing capacity of these clones.  
We hypothesize that the genomic traits of high-risk Klebsiella pneumoniae clones 
involve a concomitant increase in virulence, transmissibility and antimicrobial 
resistance. 
In this study, we characterized the genomic traits expressed by an OXA-48-producing 
K. pneumoniae clone involved in a large outbreak in north-western Spain. The 
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outbreak spread in the community and eventually resulted in an endemic situation in 
the hospital and long term care facilities (LTCFs).  
Material and Methods 
Study design and bacterial isolates. 
An increase in the isolation of OXA-48-procucing K. pneumoniae isolates was 
observed between February 2013 and October 2018 in the University Hospital of A 
Coruña (A Coruña, Spain). This hospital covers a population of 553,439 inhabitants. 
We conducted a retrospective study including all the patients who were colonized or 
infected with K. pneumoniae isolates during this period. A case was defined as being 
associated with acute care hospital (ACH) if the infection or colonization was detected 
in the patient >48 hours after admission or if the patient had documented evidence of 
hospitalization within the previous 6 months. A colonized case was defined when the 
patient had no clinical symptoms or any other evidence of clinical infection, but had 
rectal swabs positive for OXA-48-procucing K. pneumoniae. Isolates were identified 
and antimicrobial susceptibilities were determined using automated systems (MALDI-
TOF MS [Bruker] and MicroScan WalkAway [Beckman Coulter]) according to the 
manufacturer’s criteria. Carbapenemase producers were detected using Xpert® Carba-
R Kit (Cepheid). Unique (non-duplicate) K. pneumoniae isolates (682) from colonized 
or infected patients were collected during the study. One isolate of each sequence type 
detected among the outbreak-related strains was selected for Whole Genome 
Sequencing (WGS) analysis. The group of isolates selected includes ST-405 
(Kp7762), ST-11 (Kp0971), ST-551 (Kp2728), ST- 147 (Kp5181) and ST-15 
(Kp3380). The bacterial strains used in this study are listed in the Supplementary 




 The genetic relatedness between the K. pneumoniae isolates was determined by 
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) after total chromosomal DNA digestion with 
XbaI (10). A dendrogram based on Dice’s coefficient was constructed using Phoretix 
5.0 software (Nonlinear Dynamics Ltd, UK), in order to define the different genetic 
lineages. Visual Tenover criteria were also applied (11). Two or more isolates were 
considered clonally related when the values of the Dice coefficient were higher than 
0.8. K. pneumoniae isolates representing the different PFGE clusters were further 
studied by multilocus sequence typing (MLST) as previously described (12).  
Whole-genome sequencing (WGS) and bioinformatic analysis 
Whole-genome sequencing (WGS) and detection of resistance genes and virulence 
factors were performed on five OXA-48-producing K. pneumoniae isolates as 
previously described (13,14). The bioproject accession number for strains genomes is 
PRJEB39112.  
Comparative analysis of Kp-OXA-48 genomes was performed using RAST 
(http://www.nmpdr.org/FIG/wiki/view.cgi/FIG/RapidAnnotationServer). The 
ideogram was drawn using the R package Circlize v.0.4.8 (15). 
BLASTn (42) was used to evaluate the presence/absence of the fhaC gene in 1649 K. 
pneumoniae strains isolated in 32 European countries as part of the European Survey 
of Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae (EuSCAPE) (7), with the nucleotide 
sequence of the fhaC gene as a query. The presence/ absence of the fhaC gene was 
identified using megablast. Data were filtered considering 100% coverage and an 
identity of between 98.97% and 100%. A core-genome MLST (cg-MLST) was 
performed to describe the distribution of the fhaC gene. The cg-MLST relies on 
species-specific schemes with a fixed number of chromosomal target genes. Thus, 
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2,538 targets provided by SeqSphere+3.5.0 (Ridom) were used to compare K. 
pneumoniae isolates from this study with K. pneumoniae strains described in the 
EuSCAPE project (7). Data on the fhaC were included to enable examination of the 
distribution. 
Construction of the knockout strains  
A partial region of 771pb of fhaC gene was deleted from K. pneumoniae Kp3380 
(KpST-15) strain and its derivative mutant Kp3380DkpiD (16). Briefly, the pIJ773 
plasmid was used as a template to amplify the apramycin resistance cassette flanked 
by FRT sites with primers that included 5′ extensions with a 60pb homology region 
for the fhaC gene (Table 2). Homology regions flanking the fhaC gene fragment to be 
deleted were amplified for performance of a fusion PCR.  Primers are listed in the 
Supplementary Appendix (Table S2). The three PCR fragments containing 
overlapping ends were assembled using a two-step PCR. For chromosomal gene 
replacement, the PCR product was electroporated into Kp3380 and Kp3380DkpiD, 
previously transformed with the plasmid pACBSR-Hyg. Bacteria were incubated 
overnight on LB Agar supplemented with apramycin, and insertion of the apramycin 
cassette was confirmed by PCR. The Kp3380 and Kp3380DkpiD derivative strain was 
grown on LB agar with apramycin (200 μg/mL), at 37 °C for 3 d, and then incubated 
on LB agar with apramycin (200 μg/mL) and LB agar with hygromycin (250 μg/mL), 
overnight at 37 °C, to test for loss of the helper plasmid. For removal of resistance 
markers, cells were transformed with pFLP-Hyg and grown overnight at 30 °C. The 





Complementation of the mutant derivative Kp3380DfhaC strain  
The fhaC gene was PCR-amplified with specific oligonucleotides (Supplementary 
Appendix, Table S2) from the Kp3380 strain. The amplified DNA was purified, 
digested with SmaI and SacI (Thermo Fisher Scientific) and then ligated (T4 DNA 
ligase, Thermo Fisher Scientific) into a similarly digested expression pUCP24/T 
vector under control of the tetracycline gene promoter, previously obtained by our 
research group (17). The construct was checked by PCR analysis with specific primers 
(Appendix, Table S2). The derivative pUCP24/T_fhaC plasmid was incorporated into 
the Kp3380ΔfhaC mutant by electroporation for complementation studies. Strains 
were selected on agar plates with gentamicin (50 μg/mL).  
Bacterial adhesion to human epithelial cells and quantitative biofilm assay  
The adhesion abilities of the K. pneumoniae strains to HT-29 cell line from human 
colorectal epithelial cells and biofilm formation were determined following the 
previously described procedure (17). ANOVA was used to indicate significant 
differences between the groups, and a post hoc Tukey’s test was used to determine the 
difference between each group and the respective control. Kp3380 was considered the 
control group. Statistical significance is indicated as follows: * P< 0.05, ** P< 0.01 
and ****P< 0.0001.  
In vitro competition assays 
In vitro competition experiments were performed with each of the isogenic pairs 
Kp3380/Kp3380DfhaC, Kp3380/ Kp3380DKpiDΔfhaC. A 1:1 ratio of 0.5 McFarland 
standard of each corresponding pair of strains was prepared and diluted in 10mL of 
LB broth. Approximately 103 cells from each of the mixtures were inoculated and 
grown at 37°C and 180 rpm for 16 to 18 h, corresponding to approximately 20 
generations. Serial 10-fold dilutions were plated in duplicate on LB agar alone and on 
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LB agar containing 200 μg/ml of apramycin to determine the total CFUs and the CFUs 
of the mutant strains, respectively, after overnight incubation at 37°C. The competition 
index (CI) was defined as the mutant/wild-type ratio. The CI values were calculated 
for each of the three independent competition experiments, and the median values were 
recorded.  
Multiplex PCR amplification assay to detect Klebsiella  pneumoniae ST15  
A total of 294 isolates belonging to the nationwide survey of CPE (NSC) conducted 
by the Spanish Society of Infectious Diseases and Clinical Microbiology (SEIMC) and 
by the Spanish Network for Research in Infectious Diseases (REIPI) (18) were tested. 
DNA extraction was performed using MagNa Pure Compact Instrument (Roche 
Diagnostics). One colony of the strain was resuspended in 200 µl  of PBS. Then, 180 
µl  of MagNA Pure Bacteria Lysis Buffer (Roche Diagnostics) and 20 µl  of Proteinase 
K, recombinant, PCR grade (Roche Diagnostics) were added to the sample. The mix 
was incubated at 65°C for 20 minutes. After 20 minutes,the 400 µl of  sample was 
loaded into the MagnaPure to perform the extraction that will be eluted in 50 µl using 
the kit MagnaPure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche Diagnostics). The 
program used was Total_NA_Plasma_external_lysis_V3.  
The genes fhaC and kpiD were selected to performe a multiplex PCR.  PCR reactions 
were carried out using 1 μl DNA solution, GoTaq® G2 Flexi (Promega) and 10 pmol 
of each gene-specific primer (Table S2) in a final volume of 25 μl. The PCR 
amplification conditions were the following: initial denaturation at 94ºC for 2min, 30 
cycles of 30s at 94ºC, 30s at 56ºC and 2,5 min at 72ºC and a final elongation of 10 




Between February 2013 and October 2018, 5,340 K. pneumoniae non-duplicate 
isolates were detected in samples from inpatients and outpatients at the University 
Hospital of A Coruña, Spain. A total of 682 patients were found to be infected and/or 
colonized with OXA-48-producing K. pneumoniae (Kp-OXA-48) during the 6-year 
study. Over the years, this clone spread through hospital wards and emerged in the 
community, particularly in long term care facilities (LTCFs), resulting in an endemic 
situation. The annual incidence of Kp-OXA-48 increased from 3.2% in 2013 to 21.8% 
in 2016. In 2017 and 2018 we observed a significant decrease in the number of 
hospital-related cases. However, the incidence of this clone in LTCFs remained similar 
to that in previous years. The temporal distribution of cases and the variation in the 
percentage of carbapenem-resistance in K. pneumoniae during the study are shown in 
Figure 1.  The peak of the outbreak occurred in 2016, coinciding with the highest rate 
of carbapenem-resistance in K. pneumoniae isolates.  
The characteristics of the 682 patients infected and/or colonized by Kp-OXA-48 are 
summarized in Table 1. Most patients (427) acquired Kp-OXA-48 during an acute care 
hospital (ACH) stay, although a large number of cases (229) were linked to LTCFs. 
The 26 remaining cases were considered community-onset infection and/or 
colonization. Intestinal colonization was evaluated in 462 out of 682 patients, and 
93.3% of these were found to be colonized by Kp-OXA-48. The cumulative incidence 
rate per 100,000 population by age group shows that the incidence increased with age 
of the patients. No significant differences between men and women, with a confidence 
interval of 95% (Relative risk of 1.13 (0.98-1.32)). 
The urinary tract was the most common source of Kp-OXA-48 isolates (427), followed 
by the respiratory tract (64) and blood (46) (Table 1). Susceptibility testing of the 682 
Kp-OXA-48 isolates revealed a broad antimicrobial drug-resistance profile. 
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Ceftazidime-avibactam, colistin, gentamycin and tigecycline were the most active 
antibiotics (Table 1). Susceptibility to fosfomycin and meropenem was 66.6% and 
67.5%, respectively (Table 1). 
Molecular epidemiology  
In total, 48 representative Kp-OXA-48 isolates were selected for further molecular 
typing studies. PFGE results revealed that the 87.5% (42 isolates) belonged to a single 
major clone with a unique PFGE pattern (Supplementary Appendix, Figure S1). One 
isolate of each pulsotype was selected to determine the sequence type (ST). MLST 
analysis enabled us to identify this main clone as ST15 (KpST-15), which was the 
most prevalent ST found throughout the 6-year study. The remaining eight isolates 
belonged to ST-147 (3 isolates, KpST-147), ST-11 (1 isolate, KpST-11), ST-405 (1 
isolate, KpST-405) and ST-551 (1 isolate, KpST-551).  
Virulome and resistome analysis  
We conducted a comparative genomic analysis of the five different STs (ST-15, ST-
11, ST-147, ST-405 and ST-551) detected among the outbreak-related Kp-OXA-48 in 
order to examine the different genomic traits in relation to the clinical and 
epidemiological behaviour of the STs. The repertoire of virulence and resistance genes 
is shown in Figure 2. The KpST-15 clone had a unique set of virulence and resistance 
genes (Figure 2). While all isolates harboured OXA-48 located in an IncL/M 
conjugative plasmid, the KpST-15 was the only strain harbouring an IncR non-
mobilizable plasmid carrying the β-lactamases OXA-1 and CTX-M-15, as well as the 
genes associated with resistance to aminoglycosides and quinolones (aac(6′)-Ib-cr) 
and chloramphenicol (catB3). The CTX-M-15 was also encoded via chromosomes and 
plasmids in KpST-147 and KpST-405, respectively. 
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 All five Kp-OXA-48 shared virulome characteristics; however, KpST-15 had a 
unique set of type 6 secretion system (T6SS)-related genes (vgrG, sciN, ompA, impJ, 
impH, impF, icmF and dotU) from locus II (19) . In addition, two adherence-related 
systems were only harboured by KpST-15 isolate. The Chaperone Usher Pili system 
Kpi, recently described by our research group (17), and the two-partner secretion 
(TPS) system FhaB/FhaC were identified. Although the Kpi system is also present in 
the KpST-405 isolate, the kpiD fimbriae gene has nucleotide changes and deletions 
causing a frame shift in the coding sequence leading to a truncated non-functional 
product.  
Role of the TPS FhaB/FhaC in adherence 
The TPS Fhab/FhaC was functionally inactivated in KpST-15 (Kp3380) and its Kpi-
defective derivative strain by partial deletion of a region of the fhaC gene. The outer 
membrane protein FhaC plays an important role in the secretion of the adhesin 
exoprotein FhaB to produce a functional TPS system. Mutant strains (Kp3380ΔfhaC 
and Kp3380ΔkpiDΔfhaC) were used to investigate the role of both of these adherence-
related systems in the ability of the epidemic KpST-15 strain to attach to abiotic and 
biotic surfaces. The capacity of KpST-15 isolate to form biofilm was found to be 
impaired when the fhaC gene was inactivated, and this effect was slightly higher when 
both the fhaC and kpiD genes were deleted (Fig. 3). Biofilm formed by the fhaC-
defective and the fhaC/kpiD-defective strains was reduced by 34.2 % (P < 0.05) and 
41.20 % (P < 0.01) respectively. Complementation of the knockout strains with the 
parental allele restored the wild-type phenotype.  
The interactions between KpST-15 (Kp3380) or its derivative mutants and colorectal 
eukaryotic cells HT-29 were also examined. Cells were infected with the wild type 
strain Kp3380 and its adherence-defective mutant strains Kp3380ΔfhaC and 
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Kp3380ΔkpiDΔfhaC to determine the adherent phenotype and thus demonstrate the 
role of the fhaC gene in adherence. This approach revealed that significantly fewer 
Kp3380ΔfhaC and Kp3380ΔkpiDΔfhaC were recovered from infected cells than from 
cells infected with the wild type strain (Figure 4). When fhaC or fhaC plus kpiD genes 
were deleted the number of bacteria attached to HT-29 decreased by 52.71 % (P 
<0.0001) and 71.36 % (P < 0.0001) respectively (Figure 4). The parental phenotype 
was restored in the complemented strain.  
KpST-15 fitness is impaired when TPS FhaB/FhaC system and Kpi system are 
inactivated 
In vitro competition experiments were performed with each of the isogenic pairs 
Kp3380/ Kp3380ΔfhaC and Kp3380/Kp3380ΔkpiDΔfhaC. The competition index 
(CI), defined as the mutant/wild-type ratio, revealed that the fhaC and kpiD genes both 
affect the fitness of KpSt-15 strain, as fitness was clearly reduced in the Kp3380ΔfhaC 
and Kp3380/Kp3380ΔkpiDΔfhaC mutant strains. The median CI values obtained were 
0.32 and 0.13 for Kp3380/ Kp3380ΔfhaC and Kp3380/Kp3380ΔkpiDΔfhaC 
respectively. These results indicate that FhaB/FhaC and Kpi systems are involved in 
the maintenance of biological competitiveness of K. pneumoniae ST-15 in vitro.  
The TPS system FhaB/FhaC is closely associated with the high-risk clone 
Klebsiella pneumoniae ST-15  
The fhaC gene was detected in 10.25% (169 of 1,649) of isolates belonging to 12 
different STs. The 85.8% (145 of 169 isolates) of fhaC+ K. pneumoniae belonged to 
ST-15, and all of the ST-15 isolates tested positive for the fhaC gene sharing the same 
aminoacidic sequence with KpST-15 (100% coverage and 100% identity) (Figure 5). 
The fhaC gene was also detected in 100% of the K. pneumoniae isolates belonging to 
ST-247, ST-323, ST-326, ST-337, ST-380, ST-397, ST-1243, ST-1630, ST-1961, ST-
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2217 and ST-2279 (Figure 5). However, only the isolates belonging to ST-326 (2 
isolates), ST-337 (1 isolate) and ST-1961 (1 isolate) shared exactly the same amino 
acidic sequence with KpST-15. All other isolates displayed amino acidic changes 
relative to the KpSt-15 gene.  
The high-risk clone Klebsiella pneumoniae ST15 is specifically detected by a 
multiplex PCR. 
The positive PCRs showed two bands, corresponding to the fhaC and kpiD markers. 
The size of each of bands are 2127 bp in the case of the fhaC gene and 844 bp in the 
case of the kpiD gene. The analysis of 294 strains by PCR revealed that 32 isolates 
were positive for the two genes showing a pattern of two bands. Among that positive 
PCRs, 26 out of 32 belonged to K. pneumoniae ST15 and the remaining 6 isolates were 
false positives (isolates belonging to other STs different from ST15 that also carry the 
two markers in their genomes). The 262 isolates that were negative for the two marker 
genes were all true negatives. Based on the data obtained, we calculated the 
percentages of sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative 
predictive value (PNV). A sensitivity of 100% (26/26) and a specificity of 97,76% 
(262/268) were observed when the fhaC and kpiD genes were used as a targets. The 
PPV was 81,25% (26/32) and PNV 100% (262/262). The multiplex PCR results 
showed 100% concordance with the MLST and WGS results. 
 We analyze these values using the genome sequence of 1649 K. pneumoniae isolates 
belonging to the EuSCAPE database, wherein the MLST and the presence of fhaC and 
kpiD genes are known. The predicted values would be 100% sensitivity (145/145), 
99,4% (1495/1504) specificity, 94,16% (145/154) PPV and 100% (1495/1495) NPV 
when  the two markers are used.  
Discussion  
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Outbreaks of carbapenemase-producing K. pneumoniae have been documented in 
hospitals in several countries worldwide. The spread of specific high-risk clones 
harbouring plasmids that code for carbapenemases in the hospital environment is a 
major cause of the emergence of concerning carbapenem-resistant K. pneumoniae. 
Although the KPC-type carbapenemases are the most widely distributed, the 
prevalence of OXA-48- type enzymes has increased significantly since first being 
described in 2001 (20) and these are now among the most frequently detected in 
Enterobacteriaceae (21). 
Outbreaks caused by OXA-48-producing K. pneumoniae have been reported in 
different European countries. Romania, Spain and Turkey are among the European 
countries with the highest incidence of the OXA-48-producing K. pneumoniae (7). The 
spread of carbapenemase-producing K. pneumoniae is frequently linked to specific 
high-risk clones such as K. pneumoniae sequence types 11, 15, 101 or  258/512 (1,7). 
We identified a large outbreak of OXA-48-producing K. pneumoniae. The 
predominant clone belonged to the high-risk ST-15 clone and emerged in the hospital 
in February 2013, initially affecting 23 patients. This MDR K. pneumoniae was found 
in many of the hospital wards and spread rapidly in the community. The ST-15 
epidemic clone was able to persist for more than 6 years and eventually resulted in an 
endemic situation in the sanitary district, despite the strict control measures 
implemented. A total of 682 patients were infected and/or colonized by this epidemic 
clone. Most patients (427) acquired the Kp-OXA-48 clone during an acute care 
hospital (ACH) stay. This is consistent with recent findings that indicate healthcare 
institutions as important hotspots for the spread of carbapenemase-producing K. 
pneumoniae (7).   
 145 
The alarming colonization rates (93.3% of patients) by this epidemic clone may 
encourage its persistence and explain the progression of the outbreak. Several 
decolonization treatments aimed at eradicating the microorganism from the patients’ 
intestinal flora were prescribed, such as probiotics and oral colistin and gentamycin. 
However, all of these strategies failed, and controlling the dissemination of this type 
of epidemic clones is therefore challenging. In this context, a better understanding of 
the genomic traits that increase the transmissibility, pathogenicity and antibiotic 
resistance of this clone may be crucial for its early detection and thus for implementing 
effective control measures to prevent further spread. 
The OXA-48 carbapenemase is usually carried by IncL broad-host-range plasmids 
(22). However, this epidemic plasmid has previously been associated with specific K. 
pneumoniae STs (i.e. ST15) with a superior ability to cause outbreaks and continuous 
global dissemination. A high prevalence of within-patient OXA-48-carrying plasmid 
transfer among enterobacteria, which promotes long-term colonization with 
carbapenem-resistant bacteria,  has been reported (23). However, this study revealed 
that K. pneumoniae was the most frequently disseminated bacterial species among 
patients.  
We suggest that the specific characteristics of this clone in combination with specific 
epidemic plasmids may explain the success of the KpST-15 and its clinical and 
epidemiological behaviour.  
We conducted a comparative genomic analysis of the 5 different outbreak-related Kp-
OXA-48 sequence types (ST-15, ST-11, ST-147, ST-405 and ST-551) to identify the 
genomic traits that KpST-15 possesses that provide it with the ability to outcompete 
other K. pneumoniae clones.  
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We found that the KpST-15 clone had a unique set of virulence and resistance genes, 
being the only strain harbouring an IncR immobile plasmid carrying the β-lactamases 
OXA-1 and CTX-M-15, as well as the genes associated with resistance to 
aminoglycosides and quinolones (aac(6′)-Ib-cr) and chloramphenicol (catB3). These 
resistance genes were generally only found in KpST-15, although CTX-M-15 was also 
found in KpST-405 and KpST-147, located in an IncFII/IncFIB plasmid and on the 
chromosome, respectively.  
In addition, two adherence-related systems were only harbored by the KpST-15 
isolate. The Chaperone Usher Pili system Kpi and the two-partner secretion system 
FhaB/FhaC. Although the Kpi system is also present in the KpST-405 isolate, the kpiD 
fimbriae gene has nucleotide changes and deletions causing a frame shift in the coding 
sequence leading to a truncated, non-functional product.  
In a previous study, our research group investigated the role of the Kpi system in 
K. pneumoniae persistence in the hospital environment. This pilus system is involved 
in biofilm formation and adherence, as well as in the intestinal colonizing capacity of 
the pathogen (17).  
In this study, we have identified for the first time an additional genomic trait, i.e. the 
presence of the TPS system FhaB/FhaC, in K. pneumoniae. This TPS system has been 
associated with the pathogenic potential of an outbreak-related Acinetobacter 
baumannii strain (24). Other related FHA systems, including the FHA from Bordetella 
pertussis (25), HecA from Erwinia chrysanthemi (26) and HMW1/2 
from Haemophilus influenzae (27), have also been described as adhesins that play a 
major role as virulence factors in these species (28). Our findings also demonstrate 
that the FhaB/FhaC system promotes biofilm formation and adherence to intestinal 
eukaryotic cells in K. pneumoniae.  Analysis of the EuSCAPE K. pneumoniae 
 147 
collection revealed that the FhaB/FhaC system is more closely associated with the 
ST15 clone than the Kpi system.  
Finally, we also observed that FhaB/FhaC and Kpi systems are involved in maintaining 
the biological competitiveness of K. pneumoniae ST-15 in vitro. This suggests that 
these systems may provide ST-15 with the ability to outcompete other K. pneumoniae 
STs that do not harbour these adherence-related systems. These beneficial factors can 
exacerbate epidemic dispersal between patients, hospitals and different environments.  
Considering the characteristics shared by MDR high-risk clones (29), the presence of 
these systems may be crucial for the epidemic success of the worldwide-disseminated 
K. pneumoniae ST-15. In light of our findings, these systems may positively 
contribute to persistence of the clone in the host for long time intervals and its effective 
transfer between different hosts. Moreover, these systems are responsible for the 
enhanced pathogenicity and fitness displayed by K. pneumoniae ST-15. Altogether, 
the study findings indicate that these two factors, clearly associated with this specific 
ST, may be considered important genomic traits or biomarkers that could be used to 
monitor the dissemination of this high-risk clone. . In this context, we have proposed 
the use of both biomarkers to design a rapid molecular detection test. Previous studies 
had used multiplex PCR to distinguish between carbapenem-resistant K. pneumoniae 
strains and hypervirulent K. pneumoniae isolates (30), as well as for the detection of 
ESBL in Enterobacteriaceae (31). Considering the proven use of these techniques, we 
have designed a multiplex PCR based on the detection of the two ST15-related genes 
fhaC and kpiD   to specifically detect the high-risk clone K. pneumoniae ST15. The 
rapid and early detection of this high-risk clone would be a valuable tool for 
monitoring the efficient dissemination of K. pneumoniae ST15. Considering the role 
 148 
of this clone in the increasing rate of antimicrobial resistance worldwide, the proposed 
method may be useful in reducing the advance of the antimicrobial resistance crisis. 
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Table 1. Characteristics of 682 patients colonized or infected with Kp-OXA-48 
between February 2013 and October 2018, in Spain. 
 
 
Table footnotes:  
a The values are presented as numbers (%) except where noted.  
b Isolates were not tested by PCR.  
Characteristic Valuea 
Confirmed case 648 (98.8) 
Presumed caseb 34 (1.2) 
Female 378/682 (55.4) 




Acute care hospital 427 (62.6) 
Long-term care facility 229 (33.6) 
Community-onset 26 (3.8) 
Site(s) of bacterial isolation   
Blood 46 (6.7) 
Urine 427 (62.6) 
Urine and rectal swab 204 (29.9) 
Respiratory samples 64 (9.4) 
Skin and soft tissues samples 31 (4.5) 
Rectal swab 93 (13.6) 
Other 21 (3.1) 
Antibiotic susceptibility (n=475) 
d,e,f 
 
Ampicillin  0 (0) 
Cefotaxime  39 (9.6) 
Cefepime  39 (9.6) 
Ertapenem 0 (0) 
Meropenemg 164 (67.5) 
Imipenem 328 (72.5) 
Gentamycin 441 (94.8) 
Tobramycin 79 (17) 
Tigecyclineg 229 (85) 
Fosfomycin 292 (66.6) 
Colisting 233 (98.3) 
Ciprofloxacin 8 (1.7) 
Trimethoprim/sulfamethoxazole 33 (7.2) 
Ceftazidime-avibactamh 48 (100) 
Colonization samples 137 
Clinical samples 545 
 154 
c A case was defined as hospital-acquired if infection or colonization was detected in 
a person ≥48 hours after admission.  
d Number and percentage of isolates susceptible to each antibiotic are shown.  
e Susceptibility interpretations are based on 2019 Eucast Clinical Breakpoints for 
Enterobacteriaceae. 
f Susceptibility data correspond to Kp-OXA-48 isolated from urine and blood samples. 
g Susceptiblity to meropenem, tigecycline and colistin was tested in 49%, 52% and 
48% of Kp-OXA-48 isolates. 
g Susceptiblity to ceftazidime-avibactam was tested in 48 representative, outbreak-
related Kp-OXA-48 isolates.  
 
 
Figure 1. Legend. Distribution of the patients infected and/or colonized with Kp-
OXA-48 isolates. Facility where the clone was acquired is indicated: Comm, 
























Figure 2. Legend. Ideogram of the virulome and resistome data generated from 
whole-genome comparative genomics for five Kp-OXA-48 strains belonging to five 
different sequence types (STs). The ideogram was based on the presence and absence 
of virulence and resistance genes among the five K. pneumoniae strains. Coloured 
boxes represent presence, and white boxes represent absence. Each individual strain is 
indicated by a different colour. KpST-15 isolate was used as a template for the 
composite outer ring, and the gene function is indicated by different colours. The 
ideogram was drawn using the R package Circlize, with some additional scripting in 


































































































































































































































Figure 3. Legend. Quantitative analysis of biofilm formation of K. pneumoniae 
isolates. The biofilms formed by the wild type and derivative strains were quantified 
by crystal violet staining. Six independent biological replicates were analyzed. 
ANOVA was used to detect any significant differences between the groups, and a post 
hoc Tukey’s test was used to determine the difference between each group and the 
respective control (Kp3380). Statistical significance is indicated (* P< 0.05 and ** P< 











































Figure 4. Legend. Quantification of the adherence of Klebsiella pneumoniae strains 
to HT-29 intestinal colorectal cells. Bacterial adherence is reported as the percentage 
of attached bacteria relative to the number of bacteria used to infect the eukaryotic 
cells (assumed to be 100%). The data represent 6 independent biological replicates. 
ANOVA was used to detect any significant differences between the groups, and a post 
hoc Tukey’s test was used to determine the difference between each group and the 
respective control (Kp3380). Statistical significance is indicated (****P ≤ 0.0001). 











































Figure 5. Legend. Phylogenetic tree of 1649 K. pneumoniae isolates collected during 
the EuSCAPE survey. The colours of the isolates indicate absence/presence of the 
fhaC gene and whether or not the gene has amino acidic changes. Blue shadow 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































OXA-48-producing K. pneumoniae strains 
Kp7762  Outbreak-related K. pneumoniae ST-
405 strain isolated from wound sample 
in 2016. Barcode AN2343 in bioproject 
PRJEB39112. 
This study 
Kp0971  Outbreak-related K. pneumoniae ST-11 
isolated from urine sample in 2016. 
Barcode AN2345 in bioproject 
PRJEB39112. 
This study 
Kp2758 Outbreak-related K. pneumoniae ST-
551 isolated from urine sample in 2016. 
Barcode AN2346 in bioproject 
PRJEB39112. 
This study 
Kp5181 Outbreak-related K. pneumoniae ST-
147 isolated from urine sample in 2017. 
Barcode AN2342 in bioproject 
PRJEB39112. 
This study 
Kp3380 Outbreak-related K. pneumoniae ST-15 
isolated from wound exudate in 2015. 




KpST-15 (Kp3380) derivative strains 
Kp3380DkpiD kpiD-defective Kp3380 mutant strain 
 
(17) 
Kp3380DfhaC fhaC-defective Kp3380 mutant strain 
 
This study 




Kp3380ΔfhaC_C Kp3380ΔfhaC strain harbouring 
pUCP24/T_fhaC 
This study 
E. coli strains 
TG1 Host strain used for cloning procedures Invitrogen 
Plasmids 









pFLP-hyg Plasmid (hygromycin) containing a 
heat shock inducible FLP recombinase 












Table S2. Oligonucleotides used in the present study. 
Primer name Sequence Use in the present study 
fhac_up_fow4 cgccgtcaccggatattcat 
Amplification of the fhaC UP 













Amplification of the fhaC 
DOWN region 
fhac_down_rev1 gctaaagggataccggcgaa 
Amplification of the fhaC 
DOWN region and testing the 










Amplification of apramycin 
resistance cassette 
fhaC_Compl_SmaI_Fow tcccccgggggaatgggtttggttgtattaaatg Cloning of fhaC gene into the 
 162 
pUCP24/T plasmid for 
complementation 
fhaC_Compl_SacI_Rev cgagctcgtcagtagctccagctgacgc 
Cloning of fhaC gene into the 
pUCP24/T plasmid for 
complementation 
pUCp24_check_Fw gcctgcctttcaggctgcgcaactgtt 
Testing of the plasmid 
construction pUCP24/T_ fhaC 
for complementation 
pUCp24_check_Rv tggcacgacaggtttcccgactgga 




Detection of K. pneumoniae 
ST15 high risk clone 
fhaC_Rev tacgccagcccgatga 
Detection of K. pneumoniae 
ST15 high risk clone 
kpiD_fow ggaattgaaagtgtgacccc 
Detection of K. pneumoniae 
ST15 high risk clone 
kpiD_rev ctttatcgtcgcctgtgtatc 
Detection of K. pneumoniae 





Figure S1. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis of 48 outbreak-related 
Kp-OXA-48 isolates. Isolates were selected from different years and settings as a 
representative sample of the outbreak. A dendrogram based on Dice’s coefficient was 
constructed using Phoretix 5.0 software (Nonlinear Dynamics Ltd, UK). A, outpatient 
clinic; B, acute care hospital; C, long-term care facility and D, community-onset. 




































































































































































































Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis of 48 outbreak-related Kp-OXA-48 isolates. 
Isolates were selected as a representative sample of the outbreak. A, outpatient clinic; B, acute 

























CAPÍTULO IV. Actividad antiadhesiva de un extracto 
polifenólico de Vaccinium corymbosum dirigido a la 
colonización intestinal causada por Klebsiella pneumoniae. 
Resumen. 
 
K. pneumoniae se considera uno de los patógenos más importantes responsable 
de graves infecciones comunitarias y hospitalarias. La elevada incidencia de las 
infecciones por K. pneumoniae se ve favorecida por la capacidad de este patógeno para 
colonizar el tracto gastrointestinal, favoreciendo el progreso a una posterior infección. 
La adhesión de la bacteria a diferentes tipos celulares permite la colonización del 
hospedador, lo que contribuye positivamente a su diseminación y a la aparición de 
brotes nosocomiales. El bloqueo de la adherencia bacteriana a la superficie intestinal 
podría inhibir o reducir la capacidad de la bacteria de colonizar el el tracto 
gastrointestinal y, en consecuencia, limitar la propagación global de las cepas de K. 
pneumoniae. 
Dado que se ha demostrado que varios compuestos polifenólicos tienen 
propiedades antiadhesivas, en este estudio quisimos evaluar la posible actividad 
antiadhesiva de un extracto de arándano de la especie Vaccinium corymbosum con el 
objetivo de prevenir la colonización del hospedador y la posterior infección. 
El extracto de arándano se obtuvo con un sistema de temperatura ambiente a 
escala media (medium scale ambient temperature system; MSAT) utilizando un 
disolvente acuoso salino . El contenido polifenólico se determinó mediante 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (liquid 
chromatography coupled to tandem mass-spectrometry; LC-MS/MS). Se ha 
observado que el extracto de arándano obtenido contiene una amplia variedad de 
compuestos fenólicos, incluidos los polifenoles más polares (principalmente no 
 166 
flavonoides), los compuestos medianamente polares (flavan-3-oles y la mayoría de las 
procianidinas) y los compuestos poco polares (flavonoles y antocianinas). Para el 
estudio de la bio-actividad de este extracto see seleccionó la cepa Kp3380, aislada 
durante un brote hospitalario, por su alta capacidad de adhesión a superficies bióticas 
y abióticas y su gran capacidad de colonizar el tracto gastrointestinal. El extracto de 
arándano fue capaz de inhibir significativamente la formación de biofilm y la adhesión 
bacteriana a las células colorrectales HT-29 por parte de la cepa Kp3380. Aunque 
diferentes compuestos polifenolicos como las antocianidinas (malvidina, delfinidina y 
cianidina) y un ácido hidroxicinámico (cafeico) demostraron capacidad para reducir la 
adhesión bacteriana, el extracto no fraccionado fue más activo que cualquier 
compuesto polifenólico individual. Además, el extracto mostró un potencial 
considerable como terapia de descolonización intestinal en un modelo murino.  
Dado que se han realizado pocos estudios sobre el uso del extracto de arándano 
como estrategia de descolonización o como coadyuvante de los tratamientos 
existentes, los resultados obtenidos en este estudio podrían abrir la puerta al diseño de 
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A B S T R A C T   
The therapeutic effect of Vaccinium polyphenols against uropathogens has been widely studied. Most attention 
has focused on the antimicrobial activity against P-fimbriated Escherichia coli strains. The present study inves-
tigated the anti-adhesive and anti-biofilm activity of a saline extract of blueberry (Vaccinium corymbosum) tar-
geting intestinal colonization by a highly adherent Klebsiella pneumoniae strain. This strain, responsible for a large 
outbreak of infection in Spain, was selected on the basis of its remarkable capacity to colonize the gastrointestinal 
tract of patients. 
The blueberry extract was obtained using a medium scale ambient temperature system (MSAT) in a novel 
approach based on the use of an aqueous solvent and addition of mineral salts. The polyphenolic content was 
determined by liquid chromatography coupled to tandem mass-spectrometry (LC–MS/MS). The findings 
confirmed that the blueberry extract is a rich source of phenolic compounds, including the most polar poly-
phenols (mostly non-flavonoids), intermediate polarity compounds (flavan-3-ols and most procyanidins) and low 
polarity compounds (flavonols and anthocyanins). The extract significantly inhibited biofilm formation and 
bacterial adhesion to HT-29 colorectal cells by a highly adherent multidrug-resistant K. pneumoniae. Although 
some individual anthocyanidins (malvidin, delphinidin and cyanidin) and one hydroxycinnamic acid (caffeic 
acid) proved capable of reducing bacterial adhesion, the unfractionated extract was more active than any of the 
individual polyphenolic compounds. In addition, the extract displayed considerable potential as an intestinal 
decolonization treatment in a murine model. The study findings demonstrate the potential value of the 
V. corymbosum extract as an alternative treatment for K. pneumoniae infections.   
1. Introduction 
Infectious diseases remain one of the leading causes of death and an 
ongoing global public health challenge. Infections caused by multi-drug 
resistant pathogens are of particular concern, such as those belonging to 
the ESKAPE group (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsi-
ella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and 
Enterobacter species), which are the principal causes of nosocomial in-
fections [1]. The pathogenicity, transmissibility and resistance pheno-
types of these bacterial species favour their spread and hinder the fight 
against them [1]. In its 2019 report, the US Centers for Disease Control 
and Prevention (CDC) included carbapenem-resistant Enterobacteri-
aceae (CRE) in the group of pathogens considered an urgent threat [2]. 
These pathogens, particularly K. pneumoniae, often show resistance to 
almost all antibiotics available in clinical practice, thus severely limiting 
the therapeutic options available [3,4]. K. pneumoniae is considered one 
of the most important pathogens causing serious community- and 
hospital-acquired infections. The emergence of clinically important 
clones of this species has contributed to the spread of various resistance 
genes, which have played an important role in the global emergence of 
Abbreviations: BBHE, Blueberry HBSS Extract. 
* Corresponding author at: Servicio de Microbiología, Instituto de Investigaci!on Biom!edica de A Coru"na (INIBIC), Complejo Hospitalario Universitario A Coru"na 
(CHUAC), As Xubias 84, 15006, A Coru"na, Spain. 
E-mail address: astrid.perez.gomez@sergas.es (A. P!erez).   
1 These senior authors contributed equally to this work. 
Contents lists available at ScienceDirect 
Biomedicine & Pharmacotherapy 
journal homepage: www.elsevier.com/locate/biopha 
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110885 




Biomedicine & Pharmacotherapy 132 (2020) 110885
2
antibiotic resistance. The high incidence of K. pneumoniae infections is 
favoured by the ability of this pathogen to colonize the gastrointestinal 
(GI) tract, which is associated with subsequent infection [5,6]. There-
fore, GI tract colonization represents an important reservoir for strains 
involved in healthcare-associated infections [7]. The ability of the bac-
terium to adhere to several different cell types enables host colonization, 
favouring nosocomial outbreaks and the spread of infection. Disrupting 
bacterial adherence to the intestinal surface could potentially target GI 
tract colonization and consequently limit the global spread of 
multidrug-resistant K. pneumoniae. 
Previous studies have reported the functional capacity of berry 
compounds to inhibit bacterial adhesion to epithelial bladder cells and 
thus help to prevent urinary tract infections (UTIs) caused by Escherichia 
coli [8,9]. Vaccinium berries are rich sources of bioactive compounds, 
mainly polyphenols, with proven health benefits [10,11]. Polyphenols 
form part of the chemical defensive arsenal of plants [12], essentially as 
a result of the inherent physicochemical properties of the phenol func-
tional group [10]. Despite the immense structural variety of the phenol 
functional group, Vaccinium berries have some polyphenols in common, 
including anthocyanidin glycosides, flavonols (quercetins and related), 
flavanols (catechins and related), phenolic acids (mainly hydroxycin-
namic acids) and complex phenolic polymers, mainly proanthocyanidins 
(monomeric and oligomeric forms) and ellagitannins [13,14]. The 
therapeutic use of the genus Vaccinium has a long history in America, 
Europe and Asia [15,16]. The antimicrobial activity of different berries 
and phenolic compounds isolated from berries has been widely 
described in Gram-negative and Gram-positive microorganisms [15–17] 
and varies depending on the extraction method and solvent used to 
obtain the extracts. The polyphenolic content of berry extracts depends 
on the phenotypic and agro-environmental conditions and the extrac-
tion technique and solvents used. Existing data suggest that the anti-
microbial activity of a multi-component extract containing most of the 
original polyphenols will be higher than that of a single-component 
extract [10,14], due to the synergistic interactions between the com-
pounds. The raw, unfractionated extracts will thus potentially have a 
powerful broad-spectrum antibacterial action. The antimicrobial activ-
ity has also been associated with inhibition of adherence to biotic and 
abiotic surfaces. Cranberry A-type proanthocyanidins (PACs) have been 
shown to prevent adhesion of P-fimbriated uropathogenic E. coli to 
epithelial bladder cells by inhibiting Type 1 fimbriae, which play a key 
role in bacterial adhesion [18,19]. Recently published findings suggest 
that oligosaccharides may also play an important role in anti-adhesion 
activity [20–22]. Berry A-type PACs have been reported to decrease 
intestinal colonization by E. coli and, consequently, epithelial cell in-
vasion by extra-intestinal pathogenic E. coli [23]. Moreover, adhesion of 
Helicobacter pylori to human gastric cells is inhibited by a 
high-molecular-weight constituent of cranberry [24] and, in the US, a 
PAC-type drug (Crofelemer) has been approved by the US FDA for the 
treatment of non-infectious diarrhoea in HIV patients [25]. There is 
increasing interest in the role of berries in digestive health, and some 
studies have explored the effects of berries on the composition of the 
intestinal microbiota [26,27]. 
As several polyphenolic compounds have been shown to have anti- 
adhesive properties [28,29], we aimed to test the potential 
anti-adhesion capacity of a raw, unfractionated berry extract to prevent 
host colonization and subsequent infection. To this end, we used an 
extraction process, previously successfully used to obtain polyphenols 
from other plant sources [30,31], to yield a blueberry extract for testing 
against an outbreak-related multidrug-resistant K. pneumoniae 
(Kp3380). The Kp3380 strain was involved in a large outbreak caused by 
a highly adherent ST-15 OXA-48-producing K. pneumoniae clone in 
Spain. This clinical strain has shown a remarkable ability to adhere to 
both biotic and abiotic surfaces, as well as a high capacity to colonize the 
GI tract of patients [32]. These pathogenic characteristics make this 
strain a good model for testing the efficacy of the berry extract to target 
GI tract colonization. 
2. Material and methods 
2.1. Chemicals 
Washed sea sand (200!300 !m, Scharlau, Barcelona, Spain) was 
used as a dispersant. Anhydrous sodium sulphate was used as a desiccant 
(Carlo Erba Reagents S.A.S., Val de Reuil, France). Hank’s Balanced Salt 
Solution (HBSS) was used as the extraction solvent. Ultrapure water was 
produced in the laboratory with a Milli-Q gradient system (Millipore, 
Bedford, MA, USA). Methanol (LC–MS Chromasolv®, Fluka, Madrid, 
Spain) and formic acid (98–100 %) (Merck, Darmstadt, Germany) were 
used in the chromatographic mobile phase. Pure standards of caftaric 
acid, caffeic acid, quercetin, isoquercetin (quercetin-3-glucoside), rutin 
(quercetin-3-rutinoside), chlorogenic acid, catechin, epicatechin gallate 
and procyanidins B1 and B2 were supplied by Fluka Chemie GmbH 
(Steinheim, Germany). Protocatechuic acid, epicatechin and quercetin- 
3-glucuronide were obtained from HWI ANALYTIK GmbH; gallic acid 
was obtained from Sigma-Aldrich. The purity of all of the standards used 
was higher than 95 %, except for isoquercetin (91.1 %). The names and 
CAS numbers of the studied compounds are listed in Table 1. Individual 
standard stock solutions (1,000–10,000 !g/mL) were prepared in 
methanol (MS/MS grade). Working solutions in water containing the 
target analytes (10!1,000 ng/mL) were obtained by appropriate dilu-
tion of stock solutions for quantitation purposes. Stock and working 
solutions were stored in a freezer at !20 "C and were protected from 
light. 
2.2. Bacterial strain 
The outbreak-related strain Kp3380 was selected on the basis of its 
multidrug-resistant and highly adherent phenotype. Several resistance 
determinants in Kp3380 were identified using whole-genome 
sequencing (accession number PITM00000000). This clinical strain 
has been found to harbour the carbapenemase OXA-48 and the ESBL 
CTX-M-15, as well as other "-lactamases such as OXA-1, SHV-28, SHV- 
106 and TEM-1. Genes associated with resistance to aminoglycosides 
(aph(3’’)-Ib, aac(6’)Ib-cr and aph(6)-Ib), quinolones (aac(6’)Ib-cr, oqxA 
and oqxB), chloramphenicol (catB3), sulfonamide (sul2) and trimetho-
prim (dfrA14) were also found in this strain. Moreover, the Kp3380 
resistome includes a phoQ mutation that confers resistance to colistin. 
All of these resistance determinants contribute to the Kp3380 multidrug- 
resistance profile. Thus, this strain showed resistance to carbapenems 
(ertapenem), cephalosporins (ceftazidime, cefotaxime, cefepime and 
cefoxitin), monobactam (aztreonam), quinolones (ciprofloxacin and 
levofloxacin), aminoglycosides (amikacin and tobramycin), colistin, 
tigecycline and fosfomycin. 
2.3. Blueberry samples and culture conditions 
The blueberries used in this study belong to the genus Vaccinium 
(family Ericaceae). The species Vaccinium corymbosum (Ventura), grown 
in Peru, was the raw material used to obtain the blueberry extract 
(BBHE) for experimentation. Ventura is an early ripening variety, with 
medium to large firm fruit, light coloured skin and white to red pulp. The 
bacterial strain was grown in LB broth (10 g/L tryptone, 5 g/L yeast 
extract and 10 g/L NaCl), LB broth supplemented with blueberry extract 
at different concentrations, or LB agar plates (LB broth supplemented 
with 20 g/L of agar). The strain was routinely grown at 37 "C with 
shaking and was stored at !80 "C in LB broth with 10 % glycerol. 
2.4. Extraction procedure and analytical characterization of the extract 
The blueberry extract was produced in a medium scale ambient 
temperature system (MSAT) [31] consisting of a cylindrical glass col-
umn (20 cm height x5 cm external diameter) adapted for the specific 
purposes of the study. Twenty g of blueberry sample yielded a net 
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extract volume of 100 mL. The sample was initially ground in a mortar 
with the selected dispersant (sand) at a ratio of 1:2, and anhydrous so-
dium sulphate was used as a drying agent. The sample was then loaded 
onto the column, and the elution solvent (Hank’s balanced salt solution 
without glucose, mHBSS) was added. Layers of glass wool and sand were 
packed into the column at both ends of the extraction mixture; the lower 
layer acted as a filter and the upper layer prevented preferential chan-
nels for the extraction solvent. The total polyphenolic content of the 
blueberry HBSS extract (BBHE) was determined by the Folin-Ciocalteu 
spectrophotometric method [33] and expressed as mg equivalents of 
gallic acid (GAE) per g of dry weight (dw). The individual polyphenols 
present in BBHE were then identified and quantified by liquid chro-
matography coupled to tandem mass-spectrometry (LC–MS/MS) 
following a previously described optimized method [31]. 
2.5. Quantitative biofilm assay 
Biofilm formation was quantified following a previously described 
procedure [34], with some modifications. The Kp3380 strain was grown 
on LB broth overnight at 37 !C with shaking. Overnight culture was 
1:100 diluted in Mueller-Hinton (MH) medium and MH supplemented 
with BBHE and independently inoculated in polystyrene 48-well flat 
bottom microtitre plates (Corning® Costar® TC-Treated Multiple Well 
Plates). The plates were incubated at 37 !C for 24 h under static con-
ditions and biofilm formation was visualized by staining with 0.1 % 
crystal violet. Bacterial growth was measured at OD600 to estimate total 
cell biomass. Biofilm formation was quantified (OD580) after solubili-
zation with 30 % acetic acid. The amount of biofilm formed was 
determined as the OD580/OD600 ratio to prevent variations due to dif-
ferences in bacterial growth. Six independent biological replicates were 
performed. The experimental data were analysed using a Student’s 
t-test. 
2.6. Bacterial adhesion to HT-29 human colorectal epithelial cells 
The adhesive capacity of strain Kp3380 was determined following a 
previously described procedure [35], with some modifications. HT-29 
human colorectal epithelial cells were grown at 37 !C, in a 5 % CO2 
atmosphere, in McCoy’s 5A Medium (Gibco) supplemented with 10 % 
FBS, 1 % P/S and 1 % Glutamax (Gibco). The cells were washed, 
trypsinized and transferred to 24-well plates (Corning® Costar® 
TC-Treated Multiple Well Plates) to produce a monolayer of "105 cells 
per well. The plates were incubated for 24 h at 37 !C, and confluent 
monolayers were washed twice with saline solution and once with 
modified Hank’s balanced salt solution (mHBSS). The cells were then 
infected with 105 bacteria per well and incubated for 3 h in mHBSS, 
mHBSS supplemented with BBHE and mHBSS supplemented with 
different polyphenols, including chlorogenic acid (100 !g/mL), caffeic 
acid (56 !g/mL), catechin (50 !g/mL), quercetin (52 !g/mL), malvidin 
(8.9 !g/mL), delphinidin (6.8 !g/mL) and cyanidin (1.5 !g/mL) at 37 
!C. The infected monolayers were washed three times with saline solu-
tion and lysed in 500 !L of 0.5 % sodium deoxycholate (Sigma-Aldrich). 
Dilutions of the lysates were plated onto LB agar and incubated at 37 !C 
for 24 h. The numbers of colony-forming units were counted 24 h later, 
and the percentage of bacteria that attached to HT-29 cells was calcu-
lated. The percentage of attached bacteria was compared with the total 
number of infecting bacteria. Four independent biological replicates 
were performed. The experimental data were analysed using a Student’s 
t-test. 
2.7. Scanning electron microscope analysis 
Confluent monolayers of HT-29 cells were obtained and infected as 
described above. Polystyrene coverslips were placed on the bottom of 
the 24-well plates for scanning electron microscopy (SEM) analysis of 
bacterial attachment. Coverslips were removed, washed, fixed in 4 % 
formaldehyde-HBSS, dehydrated in ethanol, processed with a critical 
point drier and sputter coated, as previously described [36]. Bacterial 
attachment to HT-29 cells was viewed in a Jeol JSM-7200 F scanning 
electron microscope. 
2.8. Murine intestinal colonization model 
The ability of BBHE to target Kp3380 in vivo was assessed using a 
murine intestinal colonization model, as previously described [37], with 
some modifications. BALB/c mice were randomly distributed in cages, 
with one mouse per cage. Mice were previously treated with a single 
dose of streptomycin (1 g/Kg in 100 !L water by oral gavage) for 
decolonization of the GI tract. Two groups of seven mice were inoculated 
with the Kp3380 strain by an oral gavage of ca. 2 # 106 CFU/mouse in 
Table 1 
Quantification of polyphenols in blueberry extract, expressed in !g/g (in lyophilized extract); average data from two LC–MS/MS runs.  
Plant Polyphenol Group Compound name CAS Number Concentration (!g/g) 
Non-flavonoids 
Benzoic acids Gallic Acid 149-91-7 1.4 $ 0.6 Protocatechuic Acid 99-50-3 1.3 $ 0.7 
Hydroxycinnamic acids Caffeic Acid 331-39-5 0.30 $ 0.1 Clorogenic Acid 327-97-9 343 $ 41 
Phenolic aldehydes 3,4-Dihydroxybenzaldehyde 139-85-5 0.38 $ 0.06 
Flavonoids 
Flavan-3-ols Catechin 225937-10-0 6 $ 1 Epicatechin 490-46-0 0.9 $ 0.4 
Flavan-3-ols oligomeric derivatives 
Procyanidine A2 41743-41-3 1.8 $ 0.8 
Procyanidine B1 20315-25-7 6 $ 1 
Procyanidine B2 29106-49-8 9 $ 4 
Procyanidine C1 37064-30-5 124 $ 9 
Flavonols 
Quercetin 117-39-5 5 $ 2 
Isoquercetin (Quercetin-3-glucoside) 482-35-9 214 $ 12 
Rutin (Quercetin-3-rutinoside) 153-18-4 38 $ 9 
Myricetin 529-44-2 59 $ 10 
Anthocyanidinsa 
Delphinidin 528-53-0 (chloride) 27 $ 1 
Cyanidin 528-58-5 (chloride) 3 $ 0.1 
Petunidine 1429-30-7 (chloride) 17 $ 0.2 
Peonidin 134-01-0 (chloride) 1 $ 0.05 
Malvidin 643-84-5 (chloride) 98 $ 1 
Anthocyaninsb Petunidin-3-O-glucoside 6988-81-4 188 $ 10  
a Concentrations determined by alkaline hydrolysis of the extract. The free anthocyanins were extracted from their corresponding sugar derivatives, except for 
malvidin (which was also determined in the non-hydrolyzed extract: 21 $ 10 !g/g). 
b The sugar-containing counterparts of anthocyanins. 
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100 !L of PBS. After 24 h, faecal samples (0.2 g) were collected from the 
mice, and the bacterial burden was determined to confirm intestinal 
colonization with the strain of interest. Three days after inoculation, one 
group of mice (n ! 7) was treated with an oral dose of BBHE (1 g/kg in 
100 !L water by oral gavage) every 12 h for 3 days. Mice in the untreated 
group (n ! 7) were inoculated with 100 !l of PBS. The mice were then 
euthanized, and intestinal segments (caecum and colon) were processed 
under aseptic conditions. Intestinal segments were weighed before ho-
mogenization and plated on LB supplemented with kanamycin (50 
mg/mL) to determine the bacterial burden in the tissues. The experi-
mental data were analysed using a Mann-Whitney test. 
2.9. Ethics 
Animal experiments were carried out with the approval of, and in 
accordance with, regulatory guidelines and standards established by the 
Animal Ethics Committee of the A Coru!na University Hospital Complex 
(project code P82). This committee follows the recommendations of the 
National Committee for the Replacement, Refinement and Reduction of 
Animal Research. 
2.10. Data availability 
The authors confirm that the data supporting the findings of this 
study are available within the article and/or its supplementary 
materials. 
3. Results and discussion 
3.1. Polyphenol content of BBHE 
The polyphenolic content of blueberry extracts varies depending on 
the extraction technique and solvents used. Plant phenolics are chemical 
compounds with a wide range of polarities, and combinations of water 
and organic solvents are usually used to modulate the final polarity of 
the extraction mixture in order to maximize extraction of polyphenols 
from the initial raw material. However, the use of organic solvents was 
not possible in the present study, because solvents would interfere with 
the microbiological experiments and also because the final intended 
application of the extract is as an easily deliverable medicament 
compatible with human life. In this context, although water might seem 
the best choice of extractant, Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), a 
well-known buffer in growth media for some bacteria, enables more 
effective extraction of the bioactive polyphenols while producing ex-
tracts ready for bacterial testing. The total polyphenolic content of BBHE 
was 7.19 mg GAE/ g dw. The individual polyphenolic profile based on 
LC–MS/MS data of the extract obtained was characterized (Table 1). The 
main BBHE polyphenols are chlorogenic acid (343 !g/g), isoquercetin 
(214 !g/g), petunidin-3-O-glucoside (188 !g/g), procyanidine C1 (124 
!g/g) and malvidin plus its sugar-derivatives (98 !g/g). 
The BBHE contained representatives of some of the main families of 
polyphenols. This is interesting because it indicates that the aqueous 
solvent (mHBSS) is capable of extracting the most polar polyphenols 
(mostly non-flavonoids), intermediate polarity compounds (flavan-3- 
ols) and low polarity compounds (in relative terms), such as flavonols 
and anthocyanins. Procyanidins are proanthocyanidins built from 
flavan-3-ols (")-catechin and (#)-epicatechin and cover a variety of 
polarities due to their diversity and structural complexity. Procyanidins 
are categorized into A-type and B-type depending on the stereo config-
uration and linkage between monomers [38], with B-type procyanidins 
(B1, B2, and C1 in BE) being the most polar, followed by the C- and 
A-procyanidins. 
Although the extraction mixture did not include organic solvents, 
almost the entire range of polarities was covered. This is because poly-
phenols are released more easily in a saline environment than in pure 
water, as the ionic strength is greater. This was confirmed in an 
additional experiment, in which water and mHBSS were used in 
comparative extractions, and chlorogenic acid, glycosylated quercetins 
and total anthocyanins were quantified as markers. The concentration of 
chlorogenic acid was three times higher when mHBSS was used as the 
extraction solvent than when water was used, and the corresponding 
concentration was about two times higher in the other two groups of 
compounds. 
The bioactivity of berry polyphenols and berry extracts rich in 
different groups of compounds has been investigated in numerous 
studies. Most attention has focused on the antimicrobial and anti- 
adhesive activity against uropathogens, particularly P-fimbriated 
E. coli strains. Indeed, cranberry consumption has long been associated 
with prevention of urinary tract infections (UTIs). Although several 
mechanisms of action have been demonstrated [39], the therapeutic 
effect has not yet been attributed to any individual polyphenolic com-
pound. It is also interesting to note that, although it has been demon-
strated that the antibacterial activity of these extracts is often 
dose-dependent, there is not necessarily a direct relationship between 
the concentration of a particular polyphenolic compound in the extract 
and its efficacy. 
3.2. Anti-adhesion activity of BBHE in vitro 
Cranberry products are widely used for prophylaxis of UTIs, on the 
basis of an anti-adhesive effect, which prevents attachment of bacteria to 
host tissues. Many plant-based products are known to have properties 
that prevent adhesion of clinical pathogens [28,29], and compounds 
that are capable of preventing and/or treating bacterial adhesion to 
surfaces are desirable as antibacterial agents. We investigated the effect 
of BBHE on adherence of Kp3380 to both biotic and abiotic surfaces. A 
crystal violet assay was used to quantify biofilm production and thus 
attachment of Kp3380 to abiotic surfaces. We observed that BBHE had a 
pronounced effect on bacterial adherence, with a 
concentration-dependent reduction in the subsequent biofilm produc-
tion (Fig. 1A). None of the concentrations used affected bacterial 
growth. These findings are consistent with those of previous in vitro 
studies that reported the effects of cranberry and blueberry polyphenols 
on biofilm formation by P. aeruginosa and E. coli [40,41]. 
Cranberry-derived oligosaccharides, alone and in combination with 
phenolic compounds, have also been shown to reduce biofilm formation 
in E. coli [42]. The interaction between Kp3380 and colorectal cells in 
the presence of BBHE was also examined in this study. The findings 
revealed that significantly fewer bacteria attached to HT-29 colorectal 
cells when BBHE was added to the culture. This effect was also 
concentration-dependent, as shown in Fig. 1B. Similar results were re-
ported for Salmonella typhimurium, in a study in which two different 
berry extracts (blueberry and blackberry) caused a reduction in adher-
ence to intestinal INT407 cells [43]. Reduction of adherence to HT-29 
cells by a high molecular weight molecule present in cranberries 
(NDM) was demonstrated in Helicobacter pylori, with the effect also 
being concentration-dependent [24]. Existing data suggest that a 
multi-component extract containing most of the original polyphenols 
will be a better antimicrobial than a single-component extract [10,14]. 
This can be explained by the synergistic interactions between the 
different plant polyphenols, as the mechanisms of antibacterial action 
are diverse and the plant synthesizes various compounds to attack its 
potential enemies and/or to react in stressful situations [10]. Indeed, it 
has recently been reported that the anti-adhesive effect of cranberry 
extract against E. coli cannot be attributed to a single compound [44]. As 
suggested in the present study, the strength of the extract is probably 
derived from the synergistic action of several polyphenols such as (in the 
case of BBHE) flavonoid glycosides (particularly quercetin and myr-
icetin glycosides), anthocyanidins, A- and B-type PACs, and benzoic and 
hydroxycinnamic acid derivatives. 
To explore this hypothesis, we selected different polyphenols for 
study on the basis of their abundance in BBHE. Thus, we examined the 
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effect on adherence to HT-29 of three anthocyanidins (malvidin, del-
phinidin, and cyanidin), two hydroxycinnamic acids (chlorogenic and 
caffeic), one flavan-3 ol (catechin) and one flavonol (quercetin). All 
anthocyanins, along with caffeic acid, caused a reduction in the 
attachment of Kp3380 to colorectal cells (Fig. 2). The most active 
polyphenol was delphinidin, which reduced the number of attached 
bacteria by 90 %. However, neither catechin nor quercetin displayed 
anti-adhesive properties (Fig. 2). Attenuation of virulence factors and 
pathogenicity by the regulation of quorum sensing and inhibition of 
biofilm formation of chlorogenic acid, the most abundant compound in 
BBHE, has recently been demonstrated in P. aeruginosa [45]. However, 
we did not observe any effect of chlorogenic acid on bacterial attach-
ment to intestinal cells (Fig. 2). The unfractionated berry extract was 
more active than any of the individual polyphenols alone. Although the 
concentration of the individual polyphenols is significantly lower in the 
multi-component extract, the BBHE was more active due to the syner-
gistic interactions between the different polyphenols. The presence of 
oligosaccharides in the berry extract probably contribute positively to its 
anti-adhesive properties, as they were found to be involved in reducing 
the adhesion of different pathogens to eukaryotic cells [21,22]. As 
attachment of Kp3380 to HT-29 colorectal cells is reduced in the pres-
ence of BBHE, we wondered whether bacterial or eukaryotic cell sur-
faces would be affected. SEM images of the colorectal cells infected with 
Kp3380 were taken in the presence and absence of BBHE (Fig. 3). The 
results confirmed our previous results and showed that fewer bacteria 
attached to eukaryotic cells in the presence of BBHE (Fig. 3, micrographs 
A and D). We also observed that the K. pneumoniae Kp3380 strain tends 
to form aggregates on the surface of intestinal cells (Fig. 3, micrograph 
B). However, we did not observe multicellular bacterial aggregates 
when HT-29 cells were infected in the presence of BBHE (Fig. 3, 
micrograph E). Thus, as well as preventing the attachment of bacteria to 
host tissues, BBHE could also facilitate elimination as the bacteria from 
the host, as aggregates of bacteria are more resistant to stressful con-
ditions, such as exposure to antimicrobial treatments. In addition, while 
no significant changes were observed in bacterial morphology, the 
surface of the eukaryotic cells differed considerably when incubated in 
the presence of BBHE (Fig. 3). Although further experimentation is 
required to clarify how BBHE affects the eukaryotic cellular surface, the 
SEM images indicate that the anti-adhesive effect of the extract may be 
stronger in intestinal cells. 
3.3. Effect of a BBHE-based decolonization treatment 
Considering the in vitro anti-adhesive properties of the BBHE, we 
decided to investigate the performance of the extract as a decolonization 
treatment in an in vivo murine model. GI tract colonization is probably a 
common and significant reservoir of K. pneumoniae for dissemination 
and an important step in progression to infection [5,46]. Thus, estab-
lishing efficient intervention protocols to prevent colonization and 
subsequent infection would be of great value. 
Mice pretreated with streptomycin were intestinally colonized with 
the Kp3380 strain. This strain has been spreading rapidly and has caused 
a large outbreak in Spain, showing a remarkable adherent phenotype 
and colonization capacity [32]. Several decolonization interventions 
were administered to the patients to eradicate the pathogen from the 
intestine (e.g. probiotics and oral colistin and gentamycin therapy), but 
all strategies failed. Treatment of mice colonized by Kp3380 with 6 
doses (administered by oral gavage) of BBHE every 12 h, significantly 
reduced Kp3380 levels in the cecum and colon relative to mice treated 
with a vehicle control (Fig. 4). These results are consistent with those of 
a previous study of intestinal colonization with S. typhimurium in chicks 
treated with a combined extract of blackberry and blueberry, in which 
cecum colonization was reduced [43]. Similarly, a model in pigs infected 
with E. coli showed that the administration of food and water 
Fig. 1. Anti-adhesive activity of BBHE against 
K. pneumoniae Kp3380. A) Quantification of biofilm 
formation by crystal violet staining. Six independent 
biological replicates were analyzed. The values shown 
are means, and error bars indicate standard deviations. 
B) Quantification of the adherence of K. pneumoniae 
Kp3380 strain to HT-29 intestinal colorectal cells. 
Bacterial adherence is reported as the percentage of 
attached bacteria relative to the number of bacteria 
used to infect the eukaryotic cells (assumed to be 100 
%). The data represent 4 independent biological repli-
cates. The experimental data were analysed using a 
Student’s t-test. Statistical significance is indicated, 
**** P ! 0.0001, *** P ! 0.001, ** P ! 0.01 and ns 
when P ! 0.05. The values shown are means, and error 
bars indicate standard deviations.   
Fig. 2. Anti-adhesive activity of polyphenolic compounds derived from blue-
berry extract against K. pneumoniae Kp3380. Quantification of the adherence of 
K. pneumoniae Kp3380 strain to HT-29 intestinal colorectal cells. Polyphenolic 
compounds used: chlorogenic acid (100 !g/mL), caffeic acid (56 !g/mL), 
catechin (50 !g/mL), quercetin (52 !g/mL), malvidin (8.9 !g/mL), delphinidin 
(6.8 !g/mL) and cyanidin (1.5 !g/mL). Bacterial adherence is reported as the 
percentage of attached bacteria relative to the number of bacteria used to infect 
the eukaryotic cells (assumed to be 100 %). The data are average values from 4 
independent biological replicates. The experimental data were analysed using a 
Student’s t-test. Statistical significance is indicated, **** P ! 0.0001, and ns 
when P ! 0.05. The values shown are means, and error bars indicate stan-
dard deviations. 
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supplemented with cranberry extract significantly reduced the estab-
lishment of infection [47]. 
4. Conclusions 
The spread of clinically important K. pneumoniae clones has 
contributed to the global emergence of antibiotic resistance. The high 
incidence of K. pneumoniae infections is associated with the ability of this 
pathogen to colonize the GI tract, which promotes dissemination and is 
linked to subsequent infection. Thus, efficient intervention protocols to 
prevent colonization are needed. We obtained and characterized an 
anthocyanin-rich blueberry extract, BBHE, with in vitro and in vivo anti- 
adhesive properties. We demonstrated that this extract prevents 
attachment of a highly adherent K. pneumoniae strain to abiotic and 
biotic surfaces in a dose-dependent manner. In addition, the anti- 
adhesive properties of the BBHE were also observed in vivo, demon-
strating the potential usefulness of the extract as a decolonization 
treatment in a murine model. 
Few studies have been performed on the use of berry extracts as a 
decolonization treatment or as an adjuvant to existing treatments, and 
the findings of the present study may therefore lead to the design of new 
therapeutic strategies. 
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Fig. 3. SEM images of the colorectal cells infected with Klebsiella pneumoniae Kp3380. Microscopic observations of bacterial and eukaryotic cells were made in the 
presence (lower panel) and absence (upper panel) of BBHE. Micrographs were taken at 1,000x (micrographs A and D), 15,000x (micrographs B and E), and 50,000x 
(micrographs C and F) magnification. Bars indicate the scale. 
Fig. 4. Effect of BBHE on K. pneumoniae intestinal colonization. BALB/c mice 
were intestinally colonized with Kp3380 and administered 6 oral doses of BBHE 
(1 g/kg) or vehicle alone (PBS, Control). Intestinal colonization of mice with 
Kp3380 was achieved by oral gavage with ~ 106 bacteria. The bacterial burden 
in intestinal segments (caecum and colon) was determined 6 days post inocu-
lation. Any significant differences between the two groups (mean values) were 
determined using a Mann-Whitney test. The statistical significance is indicated 
(P ! 0.0006). 
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Las enterobacterias resistentes a los antibióticos carbapenémicos, 
especialmente K. pneumoniae, representan un serio desafío a nivel mundial, ya que 
hay pocas opciones terapéuticas disponibles. Este patógeno tiene un alto potencial para 
causar brotes en entornos sanitarios. Se han notificado brotes causados por K. 
pneumoniae productora de OXA-48 en distintos países europeos, siendo Rumanía, 
España y Turquía algunos de los países europeos con mayor incidencia (27). El éxito 
de este patógeno se ve favorecido por su capacidad para adquirir resistencia a los 
antimicrobianos y para propagarse y persistir tanto en el medio ambiente como en los 
seres humanos. 
 La diseminación de K. pneumoniae productora de carbapenemasas se 
asocia con el éxito de ciertos clones de alto riesgo. como el  ST11, ST15, ST101 o 
ST258/512 altamente prevalentes en Europa (27,426). Aunque las carbapenemasas de 
tipo KPC son las más ampliamente distribuidas, la prevalencia de las enzimas del tipo 
OXA-48 ha aumentado significativamente desde que se describieron por primera vez 
en 2001 (196). Actualmente, esta enzima se encuentra entre las detectadas con mayor 
frecuencia en la familia Enterobacteriaceae (427). La carbapenemasa OXA-48 suele 
ser transportada por plásmidos IncL (428). Este plásmido epidémico se ha asociado 
previamente con STs específicos de K. pneumoniae, entre los que se encuentra el 
ST15. Estos clones poseen una capacidad superior para causar brotes y una mayor  
diseminación a nivel global. Se ha demostrado que la transferencia de plásmidos 
portadores de OXA-48 se produce dentro de los pacientes entre distintas especies de 
enterobacterias, lo que promueve la colonización a largo plazo con bacterias resistentes 
a los carbapenémicos. Este mismo estudio también reveló que K. pneumoniae fue la 
especie bacteriana más frecuentemente diseminada entre los pacientes.  
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En este trabajo identificamos un gran brote de K. pneumoniae productora de 
OXA-48 en el Hospital Universitario de A Coruña donde el clon predominante 
pertenecía al HRc ST15. Este brote surgió en el hospital en febrero de 2013, afectando 
inicialmente a 23 pacientes. Esta cepa de K. pneumoniae MDR se encontró en muchas 
de las salas del hospital y se diseminó rápidamente a la comunidad. El clon epidémico 
ST15 fue capaz de persistir durante más de 6 años en el ambiente hospitalario y 
finalmente dio lugar a una situación endémica en el área sanitaria, a pesar de las 
estrictas medidas de control aplicadas. Un total de 682 pacientes fueron infectados y/o 
colonizados por este clon epidémico, de los cuales 427 lo adquirieron durante su 
estancia en el hospital. Estos datos concuerdan con las evidencias recientes que señalan 
a las instituciones sanitarias como importantes focos de propagación de K. pneumoniae 
productor de carbapenemasas (27).   
El alto porcentaje de pacientes colonizados con este clon epidémico (93.3%) 
pudo favorecer su persistencia y explicar la progresión del brote. Se prescribieron 
varios tratamientos de descolonización destinados a erradicar el microorganismo de la 
flora intestinal de los pacientes, como probióticos o el uso de antibióticos como la  
colistina y la gentamicina, por vía oral. Sin embargo, todas estas estrategias fracasaron, 
lo que pone de manifiesto el desafío que supone  el control de la diseminación de este 
tipo de clones epidémicos. Entender las características que hacen que estos clones sean 
tan exitosos y estén tan diseminados es esencial para el desarrollo de medidas de 
prevención y tratamiento (91). La resistencia a los antimicrobianos y la virulencia son 
los principales factores que favorecen el éxito de estos HRc. En este contexto, 
identificar los rasgos genómicos que aumentan la transmisibilidad, la patogenicidad y 
la resistencia a los antibióticos de este clon puede ser crucial para su detección 
temprana y para aplicar medidas de control eficaces con el objetivo de evitar una 
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mayor propagación. En todos estos puntos se ha centrado esta Tesis Doctoral, 
aportando un poco más de conocimiento sobre las características genotípicas y 
fenotípicas del clon ST15 de K. pneumoniae y proporcionando nuevas alternativas para 
su detección y control.  
Utilizamos, como modelo de estudio un aislamiento clínico de K. pnuemoniae 
ST15 denominado Kp3380. Esta cepa bacteriana fue aislada durante el brote detectado 
en el Hospital Universitario de A Coruña y ha sido utilizado durante el desarrollo de 
esta estudio para identificar los  mecanismos relacionados con la patogenicidad del 
clon ST15 de K. pneumoniae. Esta cepa tiene un fenotipo altamente adherente en 
comparación con otras aisladas durante brotes ocurridos en otros hospitales de España 
pertenecientes a otros STs diferentes. Mediante microscopía electrónica  se observó 
una relación entre la presencia de abundantes pili en la superficie de la cepa Kp3380 
y su fenotipo adherente. Este estudio se diseño en base a la hipótesis de que  la 
combinación de determinadas características genéticas implicadas en la patogénesis 
bacteriana y la presencia de plásmidos portadores de genes de resistencia a los 
antibióticos podrían explicar el éxito del clon ST15 y su comportamiento clínico y 
epidemiológico. Para ello, llevamos a cabo dos análisis genómicos comparativos.  
Uno de los análisis genómicos comparativos se realizó entre la cepa Kp3380, 
las cepas Kp09107, Kp924, Kp727 y Kp1278 aisladas durante otros brotes 
hospitalarios en España, y las cepas de referencia MGH78578 y ATCC10031. Este 
primer análisis nos permitió identificar un nuevo sistema CUP, al que denominamos 
Kpi. Este sistema estaba presente en la cepa Kp3380 mientras que, en las otras cepas 
analizadas estaba ausente o funcionalmente afectado. Por lo tanto, nuestra hipótesis 
fue que este sistema podría tener un papel relevante en el fenotipo adherente observado 
en Kp3380. Se observó que las proteínas codificadas por el operón kpiABCDEFG 
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tienen una estructura similar a la del sistema CUP tipo  fim, con la excepción de KpiA, 
que no está relacionada estructuralmente con ninguna proteína cristalizada. Sin 
embargo, el sistema Kpi no comparte la misma organización genética. A diferencia del 
sistema Fim, Kpi pertenece al clado fimbrial γ2, en gran medida desconocido. Al igual 
que el sistema Kpi, los operones pertenecientes a las fimbrias γ2 tienen 3 genes 
chaperonas (369) y comparten una organización génica similar. El análisis funcional 
y genético comparativo entre Kpi y el sistema Fas (el miembro mejor estudiado de las 
fimbrias γ2 de E. coli )(369), reveló que estos sistemas comparten características 
comunes. La proteína fimbrial KpiD es posiblemente la subunidad principal. La 
proteína KpiA es similar a la proteína FasG al analizar los motivos funcionales, por lo 
que se planteó la hipótesis de que esta proteína podría ser la adhesina de la punta. Sin 
embargo, KpiA es más corta que FasG y no está relacionada estructuralmente con 
ninguna proteína cristalizada, por lo que se necesitan análisis adicionales para dilucidar 
la función de esta proteína. A diferencia del sistema Fas, las 3 chaperonas del sistema 
Kpi contienen los dos dominios chaperona: PFAM00345 y PFAM02753. Aunque Kpi 
está filogenéticamente relacionada con el sistema Fas, está todavía más relacionada 
con el miembro no caracterizado plu0268 de Photorhabdus luminescens (369). Varios 
estudios previos han demostrado que varios sistemas CUP, incluidas las fimbrias de 
tipo 1 y 3 (34,374,375), participan en la adherencia en K. pneumoniae, por lo que nos 
preguntamos si la habilidad de Kp3380 para formar biofilm y adherirse a células 
eucariotas se debía a la presencia del sistema Kpi.  
Aunque el sistema Kpi está estructuralmente relacionado con el sistema CUP 
de tipo 1, desempeña un papel en la interacción de Kp3380 con superficies tanto 
abióticas como bióticas. Al igual que sus homólogas Fim (88) y Kpg (374), Kpi es 
necesaria para la adhesión a las superficies epiteliales.  Sin embargo, a diferencia de 
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las fimbrias Fim, se ha demostrado que el sistema Kpi es necesario para la adhesión 
de Kp3380 a diferentes tipos de células epiteliales, como las células intestinales HT-
29, las células alveolares A549 y las células vesicales HT-1376. Del mismo modo, se 
ha demostrado que la capacidad de la cepa Kp3380 para formar biofilm se reduce  
cuando se inactiva la proteína KpiD. Se ha descrito el papel de varios sistemas CUP 
en la formación de biofilm, destacando el papel de las fimbrias de tipo 3 (mrk) como 
fuerte promotor de biofilm (60,384,389,392,429). Las fimbrias de tipo 1 (fim), junto 
con los fimbrias de tipo 3 (mrk), participan en la formación de biofilm en las sondas 
del tracto uretral (60,384,389,392,430).  Se han identificado hasta 8 pili de tipo usher 
en la cepa LM21 de K. pneumoniae, entre los que Kpa, Kpg y Mrk también 
desempeñan un papel en la formación de biofilm (374). Asimismo, se ha demostrado 
que las fimbrias Kpc están implicadas en la capacidad de formación de biofilm de la 
cepa K. pneumoniae NTUH-K2044 (375).  
Teniendo en cuenta que el sistema CUP Kpi está implicado en la adherencia a 
las células intestinales y que el primer paso en la mayoría de las infecciones causadas 
por K. pneumoniae es la colonización del tracto gastrointestinal del paciente, 
utilizamos un modelo animal in vivo para investigar el papel de Kpi  en la colonización 
intestinal.  
La implicación de varios tipos de fimbrias en la colonización intestinal se ha 
discutido en trabajos previos. El sistema Fas está implicado en la adherencia de E. coli 
a las células intestinales de los lechones (369). Además, se ha demostrado que otras 
estructuras adhesivas confieren adherencia a las células intestinales en K. pneumoniae, 
lo que sugiere que desempeñan un papel en la colonización del tracto gastrointestinal 
(399,431,432). Sin embargo, el papel de las fimbrias de tipo 1 y 3 en la colonización 
intestinal sigue siendo controvertido. Se ha descrito que ninguno de los dos tipos de 
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pili están implicados en  la capacidad de K. pneumoniae para colonizar o infectar los 
pulmones (376,430,433). En contraste con los estudios anteriores, se ha demostrado 
que la colonización intestinal murina se ve afectada tanto en las cepas LM21 defectivas 
del operón mrk como en las cepas LM21 defectivas del operón fim (374). 
Recientemente se ha descrito de que la regulación negativa de las fimbrias de tipo 1 
en K. pneumoniae NTUH-K2044, junto con la falta de sistemas de secreción de tipo 
VI, es importante para la colonización intestinal por parte de la bacteria (367).  
En esta Tesis Doctoral hemos demostrado que la capacidad de colonización de 
la cepa Kp3380 defectiva del gen kpiD se redujo significativamente, lo que indica que 
esta ceopa necesita este sistema para la colonizar el tracto gastrointestinal. Sin 
embargo, la inactivación de Kpi no tiene ningún efecto en la virulencia de la cepa 
Kp3380 en un modelo de infección de neumonía murina aguda. Las diferentes 
resultados observados en estos dos modelos in vivo pueden deberse a las diferentes 
características que muetran ambos nichos del hospedador. Las bacterias utilizan 
estrategias distintas cuando interactúan con el hospedador, y los mecanismos 
moleculares utilizados por K. pneumoniae para colonizar el tracto gastrointestinal o 
para causar infecciones agudas como la neumonía pueden ser muy diferentes. Los 
factores de virulencia relacionados con la adherencia en K. pneumoniae, como el 
sistema Kpi, pueden desempeñar un papel crucial en la colonización, mientras que 
otros factores de virulencia pueden tener un papel más importante en los modelos de 
infección aguda.  Dado que la colonización por K. pneumoniae está estrechamente 
relacionada con la infección posterior, nuestros hallazgos pueden ser importantes para 
comprender los mecanismos subyacentes de la progresión de la enfermedad. Las cepas 
de K. pneumoniae portadoras de Kpi pueden tener una ventaja adaptativa que les 
permite persistir en los seres humanos y en el entorno hospitalario, favoreciendo así la 
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progresión del brote, a pesar de los intensos protocolos de intervención. De hecho, 
descubrimos que este nuevo sistema CUP está estrechamente asociado con el ST15, 
ampliamente diseminado y relacionado con brotes hopitalarios en todo el mundo 
(64,91). Por lo tanto, el sistema Kpi puede explicar, al menos en parte, la capacidad 
superior de este clon para diseminarse y causar brotes. Así, este sistema podría ser  una 
buena diana  para identificar este clon de alto riesgo y poder controlar con éxito su 
propagacion. 
Además, teniendo en cuenta que la capacidad de la cepa deficeinte en Kpi  para 
infectar y matar a Galleria mellonella se vio significativamente reducida, junto con su 
papel en la adherencia y la formación de biofilm, sugerimos que este sistema 
desempeña un papel en la virulencia de K. pneumoniae Kp3380. Es interesante señalar 
que, al contrario de lo que encontramos en los ensayos in vitro, la complementación 
del sistema Kpi basada en plásmidos no restauró el fenotipo de la cepa salvaje en los 
modelos in vivo, a pesar de que aproximadamente la mitad de las bacterias albergaban 
el plásmido de complementación. Una posible explicación de este hecho podría ser 
que las bacterias sin plásmidos se ven favorecidas frente a las bacterias portadoras de 
plásmidos debido al coste en términos de eficacia biológica asociado a la expresión de 
estos (434,435), especialmente en las condiciones de limitación del crecimiento que se 
dan en el hospedador. Este hecho, junto con la pérdida observada del plásmido de 
complementación, podría ser decisivo para que las bacterias portadoras del plásmido 
no puedan desarrollar la infección adecuadamente, lo que llevaría al fracaso de la 
complementación. 
El otro análisis comparativo que se realizó en este trabajo se llevó a cabo entre 
los aislamientos bacterianos  pertenecientes a los cinco STs diferentes de K. 
pnuemoniae portadora de OXA-48 identificados en una muestra representativa del 
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brote del Hospital Universitario de A Coruña. Los cinco STs comparados fueron el 
ST15, el ST11, el ST147, el ST405 y el ST551. Se identificaron los determinantes 
genómicos que posee el ST15 y que no possen el resto de STs. Estas características 
específicas del ST15 podrían proporcionarle la capacidad de desplazar al resto de 
clones durante la duración del brote. Observamos que el clon ST15 tenía un conjunto 
único de genes de virulencia y resistencia, siendo el único que albergaba un plásmido 
no móvil IncR que portaba las β-lactamasas OXA-1 y CTX-M-15, así como los genes 
asociados a la resistencia a aminoglucósidos y quinolonas (aac(6′)-Ib-cr) y al 
cloranfenicol (catB3). En general, estos genes de resistencia sólo se encontraron en el 
ST15, aunque la β-lactamasa CTX-M-15 también se encontró en los STs 405 y 147, 
localizada en un plásmido IncFII/IncFIB y en el cromosoma, respectivamente. 
Además, solamente el clon ST15 albergaba dos sistemas relacionados con la 
adherencia, el sistema Kpi y el sistema TPS FhaB/FhaC. Aunque el sistema Kpi 
también estaba presente en el ST405, el gen kpiD, que codifica la fimbria KpiD, tiene 
cambios nucleotídicos  y deleciones que dan lugar a cambios en la secuencia proteica 
que se traducen en un producto truncado y no funcional.  
En este trabajo hemos identificado por primera vez la presencia del sistema 
TPS FhaB/FhaC en K. pneumoniae. Este sistema TPS se ha asociado con el potencial 
patogénico de una cepa de Acinetobacter baumannii relacionada con un brote en el 
Hospital Universitario 12 de Octubre (342). Otros sistemas FHA relacionados, como 
el FHA de Bordetella pertussis (436), el HecA de Erwinia chrysanthemi (437) y el 
HMW1/2 de Haemophilus influenzae (438), también se han descrito como adhesinas 
que desempeñan un papel importante como factores de virulencia en estas especies 
(439). Nuestros hallazgos también demuestran que el sistema FhaB/FhaC promueve la 
formación de biofilm y la adhesión a células eucariotas intestinales en K. pneumoniae.  
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Al analizar los genomas de 1649 K. pneumoniae pertenecientes a la colección 
EuSCAPE observamos que el sistema FhaB/FhaC está más estrechamente asociado al 
clon ST15 que el sistema Kpi. Además, también hemos demostrado que los sistemas 
FhaB/FhaC y Kpi están implicados en el mantenimiento de la competitividad biológica 
del HRc K. pneumoniae ST15 in vitro. Esto sugiere que estos sistemas pueden 
proporcionar al ST15 una ventaja adapatativa con respecto a otros STs de K. 
pneumoniae que no albergan estos factores de patogeniecidad. Estos mecanismos 
pueden ser beneficiosos para la dispersión epidémica entre pacientes, hospitales y 
diferentes entornos.  
 Debido a la alta capacidad de K. pneumoniae para causar brotes 
hospitalarios y propagarse por todo el mundo, una de las necesidades clínicas y de 
salud pública es el desarrollo de nuevas técnicas de detección molecular. Estas técnicas 
ayudarían a identificar y rastrear la diseminación del HRc ST15 y así, poder aplicar 
medidas de control de forma rápida y eficaz. Teniendo en cuenta que los dos sistemas 
descritos en esta Tesis, el Kpi y el FhaB/FhaC, están claramente asociados con el clon 
ST15 de K. pnuemoniae, hemos propuesto una técnica de detección molecular rápida. 
Trabajos previos habían utilizado la reacción en cadena de la polimerasa (polymerase 
chain reaction; PCR) múltiple para la diferenciación entre las cepas cKp resistentes 
a los carbapenémicos y las hvKp (440) y para la detección de BLEEs en 
enterobacterias (441). Basándonos en el uso probado de estas técnicas, diseñamos una 
PCR múltiple basada en la detección de dos genes kpiD y fhaC pertenecientes a los 
sistemas Kpi y el FhaB/FhaC para la detección del HRc ST15 de K. pneumoniae. Esta 
técnica permitiría llevar a cabo su detección rápida y precoz. Para ello utilizamos 294 
aislados de K. pneumoniae y obtuvimos una concordancia del 100% entre los datos 
obtenidos con la PCR múltiple y los datos genómicos y el MLST de las 294 cepas 
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testadas. Los porcentajes de sensibilidad y especificidad de la técnica fueron del 100% 
y el 97,76%, respectivamente. En cuanto a los porcentajes de los valores predictivos 
positivos y los valores predictivos negativos fueron del 81,25% y el 100%. Además, 
basándonos en el 100% de concordancia de la PCR múltiple con los datos genómicos 
y el MLST, calculamos los valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN para la 
aplicación de esta técnica en una base de datos con un mayor número de aislamientos. 
Los datos obtenidos al utilizar, de forma predictiva, la base de datos EuSCAPE fueron 
todavía mejores, obteniendo un 100% de sensibilidad, un 99,4% de especificidad, un 
94,16% de valores predictivos positivos  y un 100% de valores predictivos negativos  
utilizando estos dos marcadores. Estos datos todavía podrían ser mejorados con 
estudios más exhaustivos basados en las comparaciones de los genomas accesorios de 
los distintos HRc, pudiendo, incluso, detectar los distintos HRc utilizando la misma 
PCR.  
La gravedad, la prevalencia y la morbilidad asociada a las infecciones causadas 
por K. pneumoniae resistente a los carbapenémicos ponen de manifiesto la urgente 
necesidad de encontrar nuevas estrategias para el manejo de las mismas. La 
colonización gastrointestinal es un reservorio común de K. pneumoniae y juega un 
papel importante en la transmisión y evolución de la infección en los pacientes 
(93,400,401). La dificultad para erradicar la colonización intestinal y la inexistencia, 
por el momento, de protocolos de descolonización aceptados de forma universal para 
las enterobacterias MDR, crea la necesidad de optimzar las estrategias existentes y/o 
el desarrollar nuevas estrategias de descolonización.  
Numerosos estudios han sido publicados mostrando el efecto de los extractos 
del arándano rojo y sus componentes en la inhibición de la adherencia de E. coli a las 
células uroepiteliales, e incluso, en estudios más recientes, se observa una reducción 
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de la expresión de diez genes que codifican β-lactamasas y genes de virulencia después 
de un tratamiento con Cysticlean® (Vitagreen), un producto comercial de extracto de 
arándano Americano liofilizado (442–444). Además, se han realizado varios ensayos 
clínicos para analizar la eficacia de los extractos de arándano en infecciones de orina, 
observándose una clara reducción de la adherencia bacteriana e indicando su posible 
uso como profiláctico (445,446).  
En esta Tesis Doctoral obtuvimos un extracto de arándano a partir de la especie 
Vaccinium corymbosum, variedad Ventura, crecida en Perú, al que denominamos 
BBHE. El contenido polifenólico de los extractos de arándano varía en función de la 
técnica de extracción y de los disolventes utilizados (447–449). El extracto de 
arándanos utilizado en nuestro estudio se produjo en un sistema de temperatura 
ambiente a media escala (medium scale ambient temperature system; MSAT). 
Normalmente se utilizan combinaciones de agua y disolventes orgánicos para modular 
la polaridad final de la mezcla de extracción con el fin de maximizar la extracción de 
polifenoles de la materia prima inicial (448,449). Sin embargo,  el BBHE se eluye en 
una solución salina sin glucosa denominada mHBSS (modified Hank’s balanced salt 
solution; mHBSS). El uso de mHBSS permitió una extracción eficaz de los 
polifenoles bioactivos en un medio compatible con el uso en clínica.  
El BBHE contiene representantes de algunas de las principales familias de 
polifenoles. Esto es interesante porque indica que el disolvente acuoso, mHBSS, es 
capaz de extraer los polifenoles más polares, principalmente los no flavonoides, los 
compuestos de polaridad intermedia, como los flavan-3-oles, y los compuestos de baja 
polaridad en términos relativos, como los flavonoles y las antocianinas. Las 
procianidinas son proantocianidinas construidas a partir de flavan-3-oles (+)-catequina 
y (-)-epicatequina y abarcan una gran variedad de polaridades debido a su diversidad 
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y complejidad estructural.  Las procianidinas se clasifican en tipo A y tipo B en función 
de la configuración estereoscópica y el enlace entre monómeros (450), siendo las 
procianidinas de tipo B (B1, B2 y C1 en BE) las más polares, seguidas de las 
procianidinas C y A. Aunque la mezcla de extracción no incluía disolventes orgánicos, 
se cubrió casi toda la gama de polaridades. Esto se debe a que los polifenoles se liberan 
más fácilmente en un entorno salino que en agua pura, ya que la fuerza iónica es mayor. 
Esto se confirmó en un experimento adicional, en el que se utilizaron agua y mHBSS 
en extracciones comparativas, y se cuantificaron el ácido clorogénico, las quercetinas 
glicosiladas y las antocianinas totales como marcadores. La concentración de ácido 
clorogénico fue tres veces mayor cuando se utilizó mHBSS como disolvente de 
extracción que cuando se utilizó agua, y la concentración relativa fue 
aproximadamente dos veces mayor en los otros dos grupos de compuestos.    
Los productos obtenidos a partir del arándano rojo se utilizan ampliamente en 
la profilaxis de las infecciones urinarias, basándose en su efecto anti-adhesivo, que 
impide la adhesión de las bacterias a los tejidos del hopedador. Se sabe que muchos 
productos de origen vegetal tienen propiedades que impiden la adhesión de patógenos 
clínicos (451,452), y los compuestos que son capaces de prevenir y/o tratar la adhesión 
bacteriana a las superficies son deseables como agentes antibacterianos. En este trabajo 
investigamos el efecto del BBHE sobre la adherencia de la cepa Kp3380 a superficies 
bióticas y abióticas. Observamos que el BBHE reduce, de forma dependiente de la 
concentración, la producción de biofilm, producida por la cepa Kp3380. Ninguna de 
las concentraciones utilizadas afectó al crecimiento bacteriano. Estos resultados son 
consistentes con estudios previos in vitro que observaron los efectos de los polifenoles 
del arándano y del arándano rojo sobre la formación de biofilm por parte de P. 
aeruginosa y E. coli (453,454). También se ha demostrado que los oligosacáridos 
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derivados del arándano, solos y en combinación con compuestos fenólicos, reducen la 
formación de biofilm en E. coli (455). En este estudio también observamos que la 
interacción entre la cepa Kp3380 y las células colorrectales HT-29 en presencia del 
BBHE era significativamente menor. Este efecto también fue dependiente de la 
concentración. Se han descrito resultados similares en Salmonella typhimurium, dónde 
dos extractos de arándano y mora provocaron una reducción de la adherencia a las 
células intestinales INT407 (456). También se demostró la reducción de la adherencia 
de Helicobacter pylori a las células HT-29  por una molécula de alto peso molecular 
presente en los arándano, siendo el efecto también dependiente de la concentración 
(457). Los datos existentes sugieren que un extracto que contenga la mayoría de los 
polifenoles tendrá un efecto mayor que un extracto compuesto por un solo polifenol 
(458,459). Esto puede explicarse por las interacciones sinérgicas entre los diferentes 
polifenoles de la planta, ya que los mecanismos de acción antibacteriana son diversos 
y la planta sintetiza varios compuestos para atacar a sus potenciales enemigos y/o para 
reaccionar en situaciones de estrés (458). De hecho, recientemente se ha descrito que 
el efecto antiadherente del extracto de arándano frente a E. coli no puede atribuirse a 
un único compuesto (460). Como se sugiere en el presente estudio, la eficacia del 
extracto se deriva probablemente de la acción sinérgica de varios polifenoles como, en 
el caso de nuestro extracto, los glucósidos flavonoides, en particular los glucósidos de 
quercetina y miricetina, las antocianidinas, las proantocianidinas de tipo A y B, y los 
derivados de los ácidos benzoico e hidroxicinámico.  
Para explorar esta hipótesis, seleccionamos diferentes polifenoles basándonos 
en su abundancia relativa en el BBHE. Examinaos el efecto sobre la adherencia a las 
células colorectales HT-29 de tres antocianidinas (malvidina, delfinidina y cianidina), 
dos ácidos hidroxicinámicos (clorogénico y cafeico), un flavan-3 ol (catequina) y un 
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flavonol (quercetina). Todas las antocianinas, junto con el ácido cafeico, causaron una 
reducción de la adhesión de la cepa Kp3380 a las células colorrectales. El polifenol 
más activo fue la delfinidina, mientras que la catequina y la quercetina no mostraron 
propiedades antiadhesivas. Se ha demostrado recientemente una atenuación de los 
factores de virulencia y la patogenicidad en P. aeruginosa por la regulación del 
quórum y la inhibición de la formación de biofilm causada por el ácido clorogénico 
(461). Sin embargo, en nuestro trabajo no observamos ningún efecto del ácido 
clorogénico sobre la adhesión bacteriana a las células intestinales. Aunque la 
concentración de los polifenoles individuales es significativamente menor en el 
extracto total, el BBHE fue más activo, probablemente debido a las interacciones 
sinérgicas entre los diferentes polifenoles. La presencia de oligosacáridos en el BBHE 
probablemente también contribuya positivamente a sus propiedades antiadherentes, ya 
que se ha descubierto que participan en la reducción de la adhesión de diferentes 
patógenos a las células eucariotas (462,463). Como la adhesión de la cepa Kp3380 a 
las células HT-29 se reduce en presencia de BBHE, nos preguntamos si las superficies 
de las células bacterianas o eucariotas se verían afectadas. Se observó mediante 
microscopia de barrido que el BHEE reduce la capacidad de adhesión de la cepa 
Kp3380 a  las células HT-29. También observamos que esta cepa tiende a formar 
agregados en la superficie de las células intestinales, sin embargo, no observamos 
agregados bacterianos multicelulares cuando las células HT-29 son infectadas en 
presencia de BBHE. Por lo tanto, además de impedir la adhesión de las bacterias a los 
tejidos del hospedador, el BBHE también podría facilitar la eliminación de las 
bacterias del hospedador, ya que los agregados de bacterias son más resistentes a las 
condiciones de estrés, así como a la exposición a tratamientos antimicrobianos. 
Además, aunque no se observaron cambios significativos en la morfología bacteriana, 
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la superficie de las células eucariotas se vio afectada considerablemente cuando se 
incubaron en presencia de BBHE.  
Teniendo en cuenta las propiedades antiadherentes in vitro del BBHE, 
decidimos investigar el rendimiento del extracto como tratamiento de descolonización 
en un modelo murino in vivo. La colonización del tracto gastrointestinal es 
probablemente el reservorio más común y significativo de K. pneumoniae (88,400). 
Por lo tanto, el establecimiento de protocolos de intervención eficientes para prevenir 
la colonización y la posterior infección sería de gran valor. Se ha demostrado que el 
extracto BHEE reduce de forma significativa la colonización intestinal con Kp3380 en 
un modelo murino. Estos resultados son coherentes con los de un estudio anterior sobre 
la colonización intestinal con S. typhimurium en pollos tratados con un extracto 
combinado de mora y arándano, en el que se redujo la colonización del ciego (456). 
Del mismo modo, un modelo en cerdos infectados con E. coli demostró que la 
administración de alimentos y agua suplementados con extracto de arándano rojo 
redujo significativamente el establecimiento de la infección (464). 
En resumen, en esta Tesis Doctoral hemos descrito y analizado un importante 
brote hospitalario causado por un clon de alto riesgo ST15 productor de OXA-48 con 
una elevada capacidad para colonizar el tracto intestinal de los pacientes. El análisis 
genético y fenotípico de este clon epidémico nos permitió identificar por primera vezen 
K. pneumoniae dos factores de patogenicidad relacionados con su alta capacidad de 
adherencia: el sistema CUP Kpi y el sistema TPS FhaB/FhaC.  
La presencia de estos sistemas puede ser crucial para el éxito epidémico de K. 
pneumoniae ST15, al contribuir   positivamente a la persistencia de este clon en el 
hospedador durante largos intervalos de tiempo y a su transferencia efectiva entre 
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diferentes hospedadores. Por otra parte, considerando que ambos sistemas están 
claramente asociados con el clon ST15 se propone su uso como biomarcadores  
para identificar y monitorizar la diseminación de este clon de alto riesgo. Se ha 
diseñado una nueva PCR múltiple que puede detectar el HRc K. pneumoniae ST15 de 
forma rápida y eficaz con respecto a las técnicas convencionales, el MLST y la WGS. 
Nuestros resultados sugieren que esta técnica puede ser una herramienta útil para la 
vigilancia molecular, el control y la rápida respuesta ante la alta incidencia de cepas 
de K. pneumoniae ST15. Finalmente, obtuvimos y caracterizamos un extracto de 
arándano rico en antocianinas con propiedades antiadherentes in vitro e in vivo. 
Demostramos que este extracto impide la adhesión de una cepa de K. pneumoniae 
altamente adherente a superficies abióticas y bióticas.  Además, observamos también 
el efecto antiadherente en un modelo de colonización murino, lo que sugiere su posible 
uso como estrategia de descolonización.  Se han realizado pocos estudios sobre el uso 
de extractos de arándano como tratamiento de descolonización o como coadyuvante 
de los tratamientos ya existentes, por lo que los hallazgos del presente estudio pueden 



















































Capítulo I. Secuenciación del genoma de dos cepas clínicas de Klebsiella pneumoniae 
productoras de OXA-48 aisladas durante un gran brote en España. 
 
1. Las cepas  Klebsiella pneumoniae Kp3380 y Kp1803 tienen un genoma con un 
contenido de G+C del 57.2% en ambos casos, un tamaño estimado de 6.1 y 6.6 
Mb y un número de secuencias codificantes de 5381 y 5331, respectivamente.  
 
Capítulo II. Kpi, un sistema chaperona-usher pili asociado al clon de alto riesgo 
Klebsiella pneumoniae ST15 ampliamente diseminado por todo el mundo. 
 
2. La habilidad del clon de alto riesgo K. pneumoniae ST15 para colonizar el 
tracto intestinal y diseminarse podría estar determinada por su fenotipo 
altamente adherente. 
3. La presencia del sistema Kpi en K. pneumoniae determina su fenotipo 
adherente.  
4. El sistema Kpi está implicado en la capacidad de K. pneumoniae Kp3380 de 
de formar biofilm y de adherirse a distintos tipos celulares. 
5. El sistema Kpi tienen un papel determinante en la habilidad mostrada por K. 
pneumoniae Kp3380 para colonizar el tracto gastrointestinal.   
6. El sistema Kpi contribuye en la virulencia de K. pneumoniae Kp3380 en un 
modelo de Galleria mellonella. 
7. El sistema Kpi está estrechamente relacionado con el clon de alto riesgo 
Klebsiella pneumoniae ST15. 
 
Capítulo III. Rasgos genómicos que promueven la diseminación y la persistencia del 
clon de alto riesgo Klebsiella pneumoniae ST15 productor de OXA-48 en España. 
 
8. El clon ST15 posee características genómicas específicas que favorecieron su 
diseminación en detrimento de otros STs durante el brote hospitalario ocurrido 
en A Coruña.  
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9. El sistema KpFhaB/FhaC está implicado en la capacidad de K.pneumoniae 
Kp3380 de formar biofilm y de adherirse a células eucariotas intestinales.  
10. Los sistemas Kpi y KpFhaB/FhaC, implicados en el fenotipo adherente de K. 
pneumoniae ST15, están estrechamente relacionados con este ST y le confieren 
una mayor eficacia biológica.  
11. Ambos sistemas podrían ser usados como diana para detectar el clon de alto 
riesgo ST15 con una alta sensibilidad y especificidad. 
12. El sistema de dos componentes FhaB/FhaC está estrechamente relacionado con 
el clon de alto riesgo Klebsiella pnuemoniae ST15. 
13. La PCR multiplex diseñada para la detección del clon de alto riesgo ST15 
utilizando los sistemas Kpi y FhaB/FhaC posee una sensibilidad del 100%, una 
especificidad del 97.78%, un valor predictivo positivo del 81,25% y un valor 
predictivo negativo del 100%. Estos valores se ven mejorados al  calcularlos 
de forma predictiva al testarlos en un mayor número de aislamientos de 
Klebsiella pneumoniae pertenecientes a 32 países europeos, siendo los valores 
obtenidos de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor 
predictivo negativo el 100%, 99.4%, 94.16% y 100%, respectivamente. 
  
Capítulo IV. Actividad antiadhesiva de un extracto polifenólico de Vaccinium 
corymbosum dirigido a la colonización intestinal causada por Klebsiella pneumoniae. 
 
14. Se ha obtenido un extracto de Vaccinium corymbosum en suero salino con alto 
contenido en compuestos polifenólicos. 
15. El extracto de Vaccinium corymbosum inhibe la adhesión a células eucariotas 
intestinales y la producción de biofilm en K. pneumoniae Kp3380. 
16. El efecto antiadherente producido por del extracto de Vaccinium corymbosum 
es superior al producido, de manera independiente, por los diferentes 
polifenoles mayoritarios. 
17. El extracto de Vaccinium corymbosum reduce la colonización intestinal 
producida por K. pneumoniae Kp3380 en un modelo murino. 
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